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Zusammenfassung 


Die Arzneimittelentwicklung von Antibiotika im goldenen Zeitalter der 1960- 
er bis 1970-er Jahre fiihrte zu dem Durchbruch, Infektionen weltweit heilen 
und kontrollieren zu kónnen. Erste Erfolge brachten jedoch ein falsches Si- 
cherheitsgefühl über die vollstándige Kontrolle von bakteriellen Infektionen. 
Das Auftreten und Wiederauftreten von multiresistenten (MDR) Bakterien 
wurde seitdem als alarmierende Bedrohung für die óffentliche Gesundheit 
eingestuft. Ein Mangel an neuartigen Antibiotika-Klassen führt zu einem er- 
heblichen Bedarf, der derzeit nicht gedeckt werden kann. Die meisten neuen 
Antibiotika sind strukturell eng mit den vorhandenen verwandt, so dass der 
Weg zur Entwicklung von Arzneimittelresistenzen kurz und unumgänglich ist. 
Für die Behandlung multiresistenter Keime, wie beispielsweise Salmonella 
spp., Staphylococcus aureus (MRSA, Methicillinresistenter Staphylococcus 
aureus), Klebsiella und M. tuberculosis stehen zunehmend weniger Behand- 
lungsoptionen zur Verfügung. 


Zu den bemerkenswertesten neuen und vielversprechenden Klassen von Breit- 
bandantibiotika zählen die antimikrobiellen Peptide (AMPs) und ihre Mimeti- 
ka, wie beispielweise Peptoide. In dieser Arbeit wurde geprüft, ob sich Peptoide 
auch als mógliche Substanzklasse zur Behandlung von Infektionen mit mul- 
tiresistenen Bakterien eignen. In dieser Arbeit wurden Tetramere, Pentamere, 
Oktamere, Nonamere, Undekamere und Dodekamere auf ihre antimikrobielle 
Wirkung gegen gram-positive Bakterien, gram-negative Bakterien und My- 
kobakterien getestet. Des Weiteren wurde ihre fungizide Wirkung überprüft. 
Neben der Untersuchung der zytotoxischen Wirkung, hámolytischen Aktivitat 
und der zelluláren Aufnahme wurde zudem die TNF-a Stimulierung antimik- 
robieller Peptoide untersucht. Durch soft Xray Tomographie wurden Peptoi- 
de auf ihren Wirkmechanismus in Bakterien untersucht Des Weiteren wurden 
mannosebeschichtete Peptoidnanosheets auf ihr hemmenden Eigenschaften 
gegenüber E. coli überprüft. Zusammenfassend konnte festgsgtellt werden, 
dass Peptoide antimikrobielle Eigenschaften gegen Bakterien haben kónnen. 
Durch ihre geringe Toxizität in Sáugerzellen, hohe Stabilität und niedrige Syn- 
thesekosten sind sie als neue antimikrobielle Substanzen mit therapeutischen 
Anwendungen geeignet. 


1. Einleitung 


Die Entdeckung von Penicillin, dem ersten zugelassenen Antibiotikum durch 
Alexander Fleming im Jahr 1928, gehórt zu den bedeutungsvollsten Meilen- 
steinen der Medizingeschichte (Bennett und Chung 2001). Erst durch den 
Einsatz von Antibiotika konnten bakterielle Infektionen, die zuvor tódlich 
endeten, geheilt werden (Radetsky 1996). Durch den breiten und stetigen Kon- 
sum von Antibiotika seit Anfang der sechziger Jahre entwickelte sich jedoch 
eine ständig wachsende Resistenz gegen Antibiotika und dadurch eine zuneh- 
mende Infektionsreichweite von Bakterien, Parasiten, Viren und Pilze (Ridley 
etal. 1970, WHO 2014). Für die Therapie gegen multiresistente Bakterien, wie 
beispielsweise Escherichia coli (E. coli), Salmonella spp. oder Staphylococcus 
aureus (S. aureus), und Pilze, wie Candida spp., stehen zunehmend weniger 
Behandlungsméglichkeiten zur Verfügung (Blaser 2016, Whaley et al. 2017). 


Multiresistente Bakterien haben sich mit der Zeit an die Anwesenheit von An- 
tibiotika angepasst und kónnen Strategien entwickeln, um den Wirkmechanis- 
mus des Antibiotikums auszuhebeln. Diese sprechen dann nur noch schwach 
oder gar nicht auf die Arzneiwirkstoffe an (Blair et al. 2014). Zu den am hàu- 
figsten vorkommenden multiresistenten Bakterien gehóren unter anderem 
multiresistente Streptokokken, wie beispielsweise Methicillin-resistente S. au- 
reus (MRSA), Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE), wie beispiels- 
weise Enterococcus faecium (E. faecium) (Tacconelli et al. 2018), und Exten- 
ded-Spectrum-Betalaktamasen (ESBL) bildende-Bakterien, wie zum Beispiel 
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) und enterohámorrhagische Escheri- 
chia coli (EHEC) (Paterson 2006). Multiresistente Bakterien kommen welt- 
weit vorwiegend in Krankenhäusern und Pflegeeinrichtungen vor (Goldmann 
und Huskins 1997, Farrington et al. 1999, Arnold et al. 2002, DeLisle und Perl 
2003), aber auch inmitten der Gesellschaft (Rayner und Munckhof 2005) und 
in der Nahrungsmittelindustrie (Sáenz et al. 2004) sind multirestente Bakte- 
rien vorzufinden. Die Neubildung von Resistenzen und die Verbreitung dieser 
sogenannten Superkeime kann derzeit durch konventionelle Therapien nicht 
unter Kontrolle gebracht werden. Zudem sind die Therapiemóglichkeiten zur 
Behandlung von Infektionen mit multiresistenten Bakterien besonders schwie- 
rig, langwierig, kostenintensiv und limitiert (Pittet et al. 1994, Hawkey 2008, 
Friedman et al. 2016). Die Verhinderung der Ausbreitung von multiresistenten 
Mikroorganismen gilt daher als eines der wichtigsten Ziele der Medizin. 


1. Einleitung 


1.1 Antimikrobielle Resistenz 


Bereits bei seiner Nobelpreiserede im Jahr 1945 warnte Alexander Fleming 
vor dem übermäßigen Gebrauch von Antibiotika (Spellberg und Gilbert 2014). 
Bakterien kónnen gegen bestimmte Antibiotika eine intrinsische Resistenz 
bilden, aber auch eine chromosomale Genmutation und ein horizontaler Gen- 
transfer (HGT) kónnen zu einer Resistenzbildung führen (Blair et al. 2014). 
Antimikrobielle Resistenz (AMR) ist daher eine wachsende Gesundheitsgefahr 
für die Óffentlichkeit und im Allgemeinen weltweit besorgniserregend (WHO 
2014). Neue Forschungsergebnisse zeigen zudem, dass nicht nur die übermä- 
Bige Verwendung von Antibiotika zu AMR führen kann, sondern dass auch der 
breite Einsatz von Bioziden und Schwermetallen zu der globalen Problematik 
beitrágt. Dabei kann dieser Konflikt nicht durch den weiteren Gebrauch von 
Antibiotika gelóst werden (Fang et al. 2016) und neue Lósungsansátze müssen 
entwickelt werden. 


Infektionen mit multiresistenten Bakterien und stellen eine der am háufigsten 
vorkommenden Todesursachen weltweit dar. Hochrechnungen zufolge sterben 
in Europa pro Jahr etwa 25.000 Menschen an Infektionen durch multiresistente 
Bakterien. Wirtschaftlich gesehen bedeutet dies eine jährliche Kostenbelas- 
tung in Europa von zusätzlich 1,5 Milliarden Euro (Davies et al. 2013). In 
den Vereinigten Staaten sterben jáhrlich 23.000 Menschen an multiresistenten 
Bakterien und mehr als 2 Millionen Menschen sind mit multiresistenten Bak- 
terien infiziert (Hampton 2013, WHO 2014). Die World Health Organisation 
(WHO) veröffentlichte 2017 eine Prioritätenliste über antibiotikaresistente 
Bakterien zur Unterstützung der Forschung und Entwicklung neuer wirksa- 
mer Arzneistoffe. In dieser Liste wurden zwölf Bakterienstámme katalogisiert, 
darunter zählen unter anderem Е. coli, K. pneumoniae und der Methicillin-re- 
sistente S. aureus, die eine besonders hohe Gefáhrdung für die menschliche 
Gesundheit darstellen. Die Liste beeinhalten sowohl gram-negative als auch 
gram-positive Bakterienstämme. Mykobakterien, darunter Mycobacterium tu- 
berculosis, wurden dabei nicht mit in die Risikoüberprüfung einbezogen, da 
dieser Bakterienstamm bereits weltweit als Hóchststufe in der Prioritátenliste 
etabliert ist und dringend neue innovative Behandlungsmóglichkeiten benótigt 
werden (WHO 2017). 


In den letzten 20 Jahren hat die Food and Drug Administration (FDA) und die 
European Medicines Agency (EMA) nur zwei neue Antibiotika-Klassen, die 
Lipopeptide und Oxazolidinone, gegen gram-positive Bakterien zugelassen 


1.1 Antimikrobielle Resistenz 


(Luepke et al. 2017). Gegen gram-negative Bakterien wurde zuletzt Anfang 
der 60-iger Jahre die Wirkstoffklasse der Chinolone, wie beispielsweise das 
Reserveantibiotikum Ciprofloxacin, zugelassen (MacGowan und Andersson 
2003, Tacconelli et al. 2018). Dabei sind Infektionen durch gram-negative 
Bakterien viel häufiger und zudem schwieriger zu behandeln (Vincent et al. 
2009, Kaye und Pogue 2015, Zowawi et al. 2015). Im Jahr 2017 zeigten nur 15 
von 44 potentiellen neuen Antibiotika in der Entwicklungspipeline eine anti- 
mikrobielle Aktivität gegen gram-negative Bakterien und nur 5 davon waren 
in der klinischen Phase 3 angelangt. Dabei basierten diese potentiellen Wirk- 
stoffe auf bereits zugelassenen Antibiotikaklassen (PEW 2017, Tacconelli et 
al. 2018). 2018 befanden sich 42 potenzielle Wirkstoffe gegen bakterielle In- 
fektionen in der Entwicklungspipeline. Lediglich 3 wurden davon zugelassen 
(PEW 2018). Eine Zusammenstellung der in dieser Doktorarbeit erwähnten 
Antibiotikaklassen und deren Angriffspunkte ist in Abbildung 1 dargestellt. 
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Zellwandaufbau 


B-Lactame 
Penicilline 
Carbapeneme 
Cephalosporine 


Epoxide 
Fosfomycin 


Gylkopeptide 
Vancomycin 


Dihydro- 
Nitroimidazooxazole 
Delamanid 


Tuberkulostatika 
Isoniazid 
Pyrazinamid 
Ethambutol 


Bakterium 


Zellwand 


Abbildung 1: Auswahl von zugelassenen Antibiotika und deren Angriffspunkte in der 
bakteriellen Zelle (modifiziert nach Kapoor et al. 2017 und Etebu und Arikekpar 2016). 
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Wird die AMR sich so weiterentwickeln, werden bis 2050 weltweit etwa 10 
Millionen Menschen an Infektionen durch multiresistente Bakterien sterben 
und somit die Anzahl an Todesopfern an Krebserkrankungen überschreiten. 
Zudem bedeutet dies ein Kostenaufkommen für die Behandlung von Infek- 
tionen mit multiresistenten Bakterien von bis zu 100 Milliarden US-Dollar 
(O’Neill 2015). Eine rasche Diagnostik und eine gezielte Therapie bei bakte- 
riellen Infektionen könnte den Antibiotikakonsum reduzieren und den Prozess 
verlangsamen, dennoch werden neue Ansätze zur Behandlung resistenter Pa- 
thogene benötigt, da Bakterien weiterhin evolvieren. 


111  Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus 


Einige multiresistente Bakterien haben in den letzten 10 Jahren einen hohen 
Bekanntheitsgrad erreicht (Hawkey 2008, Khara et al. 2015). Dazu gehórt der 
weltweit verbreitete Methicillin-resistente Erreger S. aureus (MRSA). Die 
evolutionáre Herkunft von MRSA ist kaum geklart. Zudem gibt es keine Auf- 
zeichnungen über die exakte Anzahl an MRSA-Klonen oder den Verwandt- 
schaftsgrad der MRSA-Erreger aus unterschiedlichen Lándern (Enright et al. 
2002). MRSA sind Staphylokokken, die aus nicht beweglichen, nicht sporen- 
bildende gram-positiven, katalasepositiven Kokken bestehen und im mikros- 
kopischen Präparat einzeln, als Paare, als kurze Ketten oder als unregelmäßige 
Anhäufungen auftreten (Rammelkamp und Maxon 1942, Elek 1959, Cham- 
bers 2001). Staphylokokken sind mit seltenen Ausnahmen fakultativ anaerob 
(Mandell 1974) und können die Haut (Otto 2010), sowie die Schleimhäute des 
Oropharynx und des Darms (Levy et al. 2005, Lakhundi und Zhang 2018) bei 
Menschen und Tieren besiedeln (Chesneau et al. 1993). Dabei sind Staphy- 
lokokken in geringer Anzahl im humanen Kórper normal und harmlos. Als 
Infektionserreger sind Staphylokokken jedoch fakultativ pathogen (Sendi und 
Proctor 2009). Die größte Pathopotenz der Staphylokokken besitzt S. aureus. 
S. aureus bedeutet übersetzt aus dem lateinischen golden und bezieht sich auf 
die goldgelbe Fárbung der Kolonien nach Kultivierung auf einem Agar-Náhr- 
boden. Diese Fárbung kommt durch die Bildung von Carotinoide, die dem 
Bakterium als Antioxidantien zur Abwehr gegen reaktive Sauerstoffspezies 
dienen, die beispielsweise von Makrophagen bei einer Immunreaktion aus- 
geschüttet werden (Liu et al. 2005, Lan et al. 2010). 


Die Behandlung von S. aureus-Infektionen ist durch die Resistenz gegen gleich 
mehrere Antibiotikaklassen besonders kompliziert. Bereits 2 Jahren nach der 
Einführung von Penicillin zeigte sich eine Resistenz gegen dieses Antibioti- 
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kum (Kirby 1944). Der Entwicklung des semisynthetischen Antibiotikums 
Methicillin Ende der 1950-er Jahre folgte eine ebenso rasche Resistenzbildung, 
welche im Jahr 1960 erstmalig beschrieben wurde (Jevons 1961). Infektions- 
ausbriiche mit resistenten S. aureus treten dabei in Wellen auf (Chambers und 
Deleo 2009). Epidemien kamen urspriinglich meist ausschlieBlich in Europa 
vor. Erst in den 1980-er-Jahren entstanden neue, weltweit verbreitete multi- 
resistente 5. aureus-Erreger, die nun zunehmend zu einer Katastrophe führen 
(Lakhundi und Zhang 2018). 


Der durchschnittliche Anteil an Infektionen in Krankenháusern und Pflege- 
einrichtungen mit MRSA stieg von « 2% im Jahr 1990 auf > 20% im Jahr 
2001 (Kresken und Hafner 1999, von Eiff et al. 2000, Kresken et al. 2003). 
Gleichzeitig nimmt die AMR gegenüber neuen Antibiotika, wie beispielsweise 
Chinolone und Lincosamiden stetig zu (Kresken et al. 2004). Insgesamt zeigt 
jedoch die Methicillin-Resistenzrate von S. aureus in Europa von durchschnitt- 
lich 12,9% im Jahr 2014 zu 10,3% im Jahr 2016 eine rückläufige Tendenz. 
Besonders in Nordeuropa, wie Schweden, Finnland und Norwegen liegt die 
Methicillin-Resistenzrate bei unter 5%. Hingegen steigt die Methicillin-Re- 
sistenzrate in südlichen europäischen Lander stark an. So lag die Methicillin- 
Resistenzrate von S. aureus-Stimmen 1n Spanien, Griechenland, Malta und 
Zypern im Jahr 2017 zwischen 25% und 50% (EARS-Net 2018, RKI 2018). 
Dabei ist die Doppelresistenz gegen die Antibiotika Methicillin und Fluorchi- 
nolon noch häufiger vertreten als die ursprünglich auftretende Einzelresistenz 
(EARS-Net 2018). 


Methicillin, das in den 60-er Jahre auch Celbenin genannt wurde, ist ein f- 
Laktam-Antibiotikum und gehórt zu den Penicillinase-stabilen Penicillinen 
(Cetin und Ang 1962, Baek et al. 2014) (Abbildung 2). Penicilline sind bakte- 
rizide antibiotische Verbindungen, welche direkt mit der Zellwandbiosynthe- 
se des Bakteriums interferieren (Lederberg 1957, Brown und Reynolds 1980, 
Etebu und Arikekpar 2016). Der bei der Interaktion geöffnete B-Laktam-Ring 
der Penicilline interagiert mit dem bakteriellen Enzym D-Alanin-Transpepti- 
dase, welches für die Quervernetzung der Peptidoglycane in der Zellwand bei 
sich teilenden Bakterien verantwortlich ist. Dadurch kann das Bakterium keine 
vollstándige Zellwand ausbilden, wird osmotisch instabil und stirbt (Waxman 
und Strominger 1983). Als Antibiotikum bei Infektionen mit S. aureus sind Pe- 
nicillin und dessen Derivate gegenwártig unbrauchbar (Chambers und Deleo 
2009, Stryjewski und Corey 2014). Die Resistenzrate bei humanen S. aureus- 
Isolaten gegen B-Laktamase-empfindliche Penicilline liegt heutzutage bei über 
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90% (Grema 2015, Peacock und Paterson 2015). Die Resistenz gegen Methi- 
cillin erlangte S. aureus durch den Einbau eines zusátzlichen DNA-Fragments 
in das bakterielle Genom, das sogenannte Staphylococcus cassette chromo- 
some mec (SCCmec). Bis heute wurde 13 unterschiedliche SCCmec-Kasset- 
ten Typen identifiziert (Lakhundi und Zhang 2018). Diese Kassetten bestehen 
aus der Methicillin-Resistenzdeterminate mec, welche aus dem Gen mecA 
und regulatorischen Elementen тесі sowie mecR1 gebildet wird (Hiramatsu 
et al. 1992, Katayama et al. 2000). Das Gen mecA kodiert fiir das mutierte 
Penicillinbindeprotein PBP2a oder PBP‘, welches eine niedrige Affinität ge- 
gen die meisten semisynthetischen Penicilline, wie Methicillin oder Oxacillin 
aber auch gegen Cepheme, eine Subgruppe der p-Laktam-Antibiotika, besitzt 
(Hartman und Tomasz 1984, Reynolds und Brown 1985, Utsui und Yokota 
1985). Neben mecA wurden in den letzten Jahren noch 3 weitere Homologe, 
mecB (Becker et al. 2018), mecC (Ito et al. 2012) und mecD (Schwendener et 
al. 2017) entdeckt. Diese zusätzliche chromosomale SCCmec-Kassette fehlt in 
Methicillin-sensiblen Stämmen. Sie ist weit verbreitet (Suzuki et al. 1992) und 
stellt ein mobiles genetisches Element dar, welches über horizontalen Gen- 
transfer übertragen werden kann (Hurlimann-Dalel et al. 1992, Musser und 
Kapur 1992, Lindsay et al. 2006). 
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Abbildung 2: Molekülstrukturen von Penicillin (a), Methicillin (b) und Oxacillin (c) 
(modifiziert nach (Citri und Zyk 1965, Fishovitz et al. 2014)). 


S. aureus besitzt noch weitere Schutzmechanismen, um sich vor dem humanen 
Immunsystem zu schützen (Thomer et al. 2016). Unter anderem gehórt dazu 
die Expression von zwei unterschiedlichen ce// wall-anchored (CWA) Protei- 
nen FnBPA und FnBPB, welche an das Glykoprotein Fibronektin des Wirts 
binden (Foster et al. 2014, Foster 2016). Die C-terminale Domäne umfasst eine 
Tandem-Sequenz, die durch einen B-Zipper-Mechanismus an die N-terminalen 
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Typ I-Module von Fibronektin bindet (Wann et al. 2000, Schwarz-Linek et al. 
2003). Dies verursacht eine allosterische Aktivierung der Integrin-bindedomäne 
und erlaubt dem Bakterium, an a5p1-Integrin der Wirtszelle zu binden und so 
über Phagozytose aufgenommen zu werden. Dadurch ist es S. aureus móglich, 
im Wirt zu überdauern und sich weiterhin im Wirt zu vermehren (Schwarz-Li- 
nek et al. 2006, Hymes und Klaenhammer 2016). S. aureus hat auBerdem eine 
Strategie entwickelt, sich vor Antikórpern zu schützen. Die Koagulase und der 
Clumping-Faktor A bewirken eine lokale Gerinnung von Fibrin (Tager 1956). 
Dadurch entsteht um das Bakterium eine Fibrinwand (Hair et al. 2010), die eine 
Erkennung durch Antikórper nicht mehr móglich macht. Zudem kann so das 
Bakterium nicht mehr durch Phagozytose von Immunzellen aufgenommen und 
verdaut werden (Zapotoczna et al. 2015, Thomer et al. 2016). 


1.1.2 Escherichia coli 


E. coli gehórt zu den gram-negativen Bakterien und kommt im normalen Mi- 
krobiom bei Menschen und Tieren vor (Wellington et al. 2013). Bei einem 
Ungleichgewicht kann es jedoch zu Niereninfektionen (Hull et al. 1981), Blut- 
vergiftungen (Kim et al. 2002), intra-abdominale Infektionen, wie Peritonitis 
(Onderdonk et al. 1974), Neugeborenenmeningitis (Robbins et al. 1974) und 
Lebensmittelvergiftungen kommen (Manges und Johnson 2012). In der EU 
wurde im Jahr 2017 bei mehr als der Hálfte aller E. coli-Isolate eine Resis- 
tenz gegen mindestens eine Antibiotikagruppe, wie beispielsweise Aminope- 
nicilline, Fluorchinolone, 3. Generation der Cephalosporine, Aminoglykoside 
und Carbapeneme festgestellt (EARS-Net 2018). Eine Resistenz bei E coli 
entwickelt sich entweder durch Mutation, wie beispielsweise gegen Fluorchi- 
nolone, oder durch Erwerb, beispielsweise durch HGT von mobilen Gense- 
quenzen, welche beispielweise für ESBLs kodieren. ESBLs sind Enzyme, die 
Bakterien eine Resistenz gegen nahezu alle B-Laktam-Antibiotika, wie Cepha- 
losporine, verleihen, und tauchen meist mit anderen Resistenzmechanismen 
auf (El-Jade et al. 2016). Gegen Infektionen mit ESBLs-bildende Bakterien 
kann jedoch das /ast-line-Reserveantibiotikum Carbapenem eingesetzt werden 
(WHO 2014). Bei Infektionen mit Carbapenem-resistenten Enterobacteriaice- 
ae (CRE) gilt die Therapie als besonders schwierig, da CRE-Bakterien auf alle 
herkómmlichen Antibiotika, inklusive des Reserveantibiotikums Carbapenem, 
nicht ansprechen (Gross 2013, Sengupta et al. 2013). Das sogenannte Carba- 
penemase-Enzym New Dehli metallo-beta-Laktamase (NDM- 1) verleiht dabei 
E. coli und anderen gram-negative Bakterien, wie K. pneumoniae, eine Resis- 
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tenz gegen alle B-Laktam-Antibiotika (Sengupta et al. 2013). Zudem können 
die Gene fiir Carbapenemasen unter Enterobacteriaceae ausgetauscht werden 
(Peirano et al. 2014). Zwar kommen CRE sehr selten vor (EARS-Net 2018), 
jedoch führen die hohe Infektionsrate mit ESBLs-Bakterien und der damit ver- 
bundene Konsum von Carbapenem Kontraindikation auf den selektiven Druck 
auf und kónnten so die Verbreitung von CRE begünstigen (Martínez et al. 
2006, Schwaber und Carmeli 2008, EARS-Net 2018). Die WHO setzte daher 
im Jahr 2017 Enterobacteriaceae auf die hóchste Dringlichkeitsstufe in der Pri- 
oritätenliste gegen den Kampf gegen multiresistente Bakterien (WHO 2017). 


1.1.3 Klebsiella pneumoniae 


Das gram-negative CRE Bakterium K. pneumoniae kommt im Darmtrakt, auf 
der Haut, in der Nase und im Rachen von gesunden Menschen vor (Podschun 
und Ullmann 1998, Holt et al. 2015). Das Pathogen kann schwere Infektionen, 
wie neonatale Sepsen, Meningitis (Hill et al. 1974), Pneumonie (Jones 2010), 
sowie Wund, Gewebe (Chang et al. 2008), Leber (Shon et al. 2013) und Harn- 
wegsinfektionen (Jarvis et al. 1985) verursachen. Pro Jahr sterben mindestens 
600 Menschen allein in den USA an Infektionen mit CRE, wie K. pneunomiae 
(CDC 2013). Mehr als 30% aller Klebsiella-Isolate sind resistent gegen mehr 
als ein Antibiotikum (EARS-Net 2018). Ahnlich wie bei E coli erlangt K. 
pneumoniae die Multiresistenz durch HGT von mobilen genetischen Elemen- 
ten wie Plasmiden, Transposons und Introns (Vaidya et al. 2011, Arduino et 
al. 2012). Allerdings besitzt K. pneumoniae im Kontrast zu E coli ein chro- 
mosomales SHV-1-f-Laktamase-Resistenzgen (Chaves et al. 2001), das dem 
Bakterium eine Resistenz gegen alle Penicilline, wie Ampicillin und Amoxi- 
cillin, verleiht (WHO 2014). K. pneumoniae kommt meist mit einer Multi- 
resistenz gegen weitere global verbreitete oral verabreichte Antibiotika, wie 
Cotrimoxazole und Fluorchinolone (Ciprofloxacin), vor. Dies hat zur Folge, 
dass nur wenige orale Therapien gegen Klebsiella Infektionen auf dem Markt 
sind (WHO 2014). Derzeit werden Klebsiella-Infektionen mit der Reserveanti- 
biotikaklasse der Carbapeneme behandelt (Chen und Kreiswirth 2018) (Ab- 
bildung 1). Jedoch sind bereits seit mehreren Jahren Carbapenem-resitente 
Klebsiella bekannt. Gegen diese sogenannten panresistenten (pan — gesamt, 
ganz) Klebsiella steht derzeit keine klinisch effektiven Behandlungsmóglich- 
keiten zur Verfügung (Nordmann et al. 2009). 
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11.4 Mycobacterium tuberculosis 


Tuberkulose (TB) wird durch das Bakterium M. tuberculosis (Mtb) verursacht 
und betrifft bevorzugt die Lunge, kann aber auch andere Organe befallen (Au- 
erbach 1944, McMurray 2001). In den meisten Fallen ist TB mit den verfiig- 
baren firstlineAntibiotika Isoniazid und Rifampicin behandel- und heilbar. 
Allerdings können Mtb-Stämme gegen eines oder mehrere dieser first-line 
Antibiotika resistent sein (CDC 2013). 2016 starben 1,3 Millionen Menschen 
an TB und circa 600 000 Menschen sind mit resistenten Tuberkulosebakterien 
infiziert. Uber die Hälfte der TBInfektionen kommen in Indien, Indonesien, 
China, Philippinen und Pakistan vor. Lediglich 3% aller TB-Infektionen befin- 
den sich Europa (WHO 2017). Trotz der geringen Rate in westlichen Ländern, 
stellt TB trotzdem eine große Gefahr dar. Zwar gibt es immer mehr Práventiv- 
maßnahmen, jedoch werden diese von den meisten Menschen in den Ballungs- 
gebieten nicht angenommen. Dadurch ist eine Eindämmung an TB-Infektionen 
nicht abzusehen. Ein Drittel der Weltbevölkerung trägt eine asymptomatisch 
latente Form von Mtb in sich. Dabei ist die latente TB nicht infektiös, trägt 
aber das lebenslage Risiko mit sich, zu einem unbestimmten Zeitpunkt an ak- 
tiver TB zu erkranken (Koul et al. 2011). Eine latente Form ist derzeit nicht 
bekämpfbar, da bisherige Wirkstoffe den Zielort für die Wirkentfaltung nicht 
erreichen können (Abbildung 3). 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung einer latenten Mtb-Erkrankung. Nach Verab- 
reichung muss der potentielle Wirkstoff das Granulom in der Lunge erreichen (a). Um 
mit den intrazellulären Mykobakterien zu interagieren, muss der Wirkstoff die Plasma- 
membran des Makrophagen und die Phagosomenmembran überwinden (b). Schlief- 
lich kann der Wirkstoff mit der Zellhülle der Mykobakterien interagiert (c) (modifiziert 
nach (Gutsmann 2016)). 


Auf die multiresistente TB (MDR-TB) folgte die extrem multiresistente TB 
(XDR-TB) (WHO 2010). XDR-TB wird von Bakterien verursacht, die neben 
Resistenz gegen Rifampicin und Isoniazid auch Resistenzen gegen Fluorchi- 
nolone und gegen mindestens ein injizierbar second-line-Tuberkuloseantibio- 
tikum, wie Aminoglykoside, besitzt. MDR-TB und XDR-TB sind aufgrund 
von fehlenden Therapiemóglichkeiten, hohen medizinischen Kosten und ei- 
ner hohen Sterblichkeitsrate besonders besorgniserregend (Sacchettini et al. 
2008). Auch neuere zugelassene MDR-TB und XDR-TB Antibiotika, wie Be- 
daquilin und Delamanid, zeigen eine Resistenzbildung bei Mtb (Bloemberg 
et al. 2015). Zudem haben diese neuen Antibiotika schwere Nebenwirkungen, 
wie beispielsweise kardiovaskuläre Komplikationen (Fox und Menzies 2013, 
Esposito et al. 2015). Seit der FDA-Zulassung von Bedaquilin (Koh et al. 2016) 
im Jahr 2012 und der Zulassung von Delamanid im Jahr 2014 (Gler et al. 2012, 
Skripconoka et al. 2013) wurden keine neuen Antibiotika gegen TB zugelas- 
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sen (WHO 2017). In Anbetracht der beunruhigenden Tatsache, dass vor den 
zuletzt zugelassenen TB-Antibiotika Bedaquilin und Delamanid Rifampicin 
vor mehr als 50 Jahren zugelassen wurden (Koul et al. 2011, Koh et al. 2016) 
und nur sehr wenige neue Wirkstoffe in die klinischen Studien aufgenommen 
werden (Dover und Coxon 2011), werden dringend neue Molekiilklassen fiir 
den Kampf gegen TB benótigt. 


TB-Infektionen werden über mindestens sechs Monate aus einer Kombina- 
tion von vier Wirkstoffen-Rifampicin, Isoniazid, Ethambutol und Pyrazinamid 
(Abbildung 1) behandelt und kostet circa 40 US-Dollar pro Patient (Glickman 
und Jacobs 2001, WHO 2017). MDR-TB wird über mindestens 20 Monate 
lang mit einer Vielzahl an unterschiedlichen Antibiotika behandelt, die weni- 
ger effektiv sind und mehr Nebenwirkungen mit sich tragen. Die Kosten hier- 
für betragen circa 2000-5000 USD pro Patient (WHO 2017). 


Die vor über 100 Jahren entwickelte TB-Schutzimpfung Bacille Calmette- 
Guerin (BCG) wird immer noch flächendeckend verwendet und schützt vor 
TB bei Kindern (WHO 2017). Allerdings gibt es keinen Impfschutz gegen die 
pulmonare adulte TB, weder vor noch nach der TB-Infektion (Méndez-Sam- 
perio 2008). 


1.1.5 Candida Spezies 


Candida spp. existiert beim menschlichen Körper auf Haut-, Mund und Magen- 
Darm-Trakt. Dabei werden das Wachstum und die Ausbreitung von Candida 
spp. durch die koexistierende mikrobielle Flora, intakte epitheliale Barrieren 
und Abwehrkräfte des angeborenen Immunsystems unter Kontrolle gehalten 
(Calderone und Clancy 2012). Candida spp. kann jedoch bei einem Ungleich- 
gewicht der Flora verschiedene Erkrankungen verursachen. Dazu gehören 
unter anderem neben oberflächlichen Infektionen der Haut, Haare, Nägel und 
Schleimhäute auch lebensbedrohliche systemische Infektionen (Kontoyiannis 
und Lewis 2002, Berkow und Lockhart 2017). 


In den letzten zehn Jahren wurde in den Krankenhäusern in den USA und Euro- 
pa ein fünf-mal höheres Vorkommen an Candidiasis verzeichnet. Candida spp. 
ist somit das fünfthäufigste Isolat bei nosokomialen Blutinfektionen und die 
häufigste Ursache für einen fungalen, septischen Schock (Bassetti et al. 2014). 
Daher ist die systemische Candidiasis eine weltweit verbreitete Pilzinfektion 
mit hohen Morbiditäts- und Mortalitätsraten bei verschiedenen Patientengrup- 
pen, insbesondere bei Intensivstationspatienten (Dupont et al. 2017). Etwa 
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92-95% aller Candidalnfektionen sind auf fünf häufig vorkommende Spezies 
zurückzuführen: Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, 
Candida tropicalis, und Candida krusei. In den vergangenen Jahrzehnten war 
C. albicans fiir >50% aller Candida Infektionen verantwortlich. Heutzutage 
hat sich die Verteilung der Candida Infektionen auch auf non-albicans Candi- 
da (NCAC)-Spezies relativiert (Cleveland et al. 2015). 


Obwohl bekannt ist, dass die Resistenzbildung gegen Pilze die Gesundheitssys- 
teme insbesondere in den Industrieländern erheblich belastet, ist das weltweite 
Ausmaß der Antifungizid-Resistenz von Candida nicht bekannt (WHO 2014). 
Eines der meistverschriebenen Medikamente gegen Candida spp.-Infektio- 
nen beinhaltet Azole, wie das Triazol-Antimykotikum Fluconazol (Pfaller et 
al. 2010). Azole hemmen das Cytochrom-P450-Enzym 14a-Demethylase, 
welches von ERG11 im Ergosterol-Biosyntheseweg kodiert wird (Hitchcock 
1991). Dadurch entstehen methylierte Sterole, die an der Zellmembran akku- 
mulieren und so das Pilzwachstum stoppen (Heimark et al. 2002). Die Resis- 
tenz gegen Fluconazol ist je nach Land und Art sehr unterschiedlich (Leroy et 
al. 2009). Mehrere Mechanismen wurden bis heute identifiziert, wie beispiels- 
weise die Manipulation des Ergosterol-Biosynthesewegs, Veránderungen der 
Ploidie und der Verlust der Heterozygosität (Berkow und Lockhart 2017). 
Zusätzlich ist Fluconazol eher fungistatisch als fungizid und bietet somit die 
Möglichkeit, eine Resistenz in Gegenwart dieses Antimykotikums zu entwi- 
ckelt (Cleveland et al. 2012, Pfaller et al. 2015). In einigen Ländern zeichnet 
sich bereits eine Resistenz gegen Echinocandine, einer neuen Klasse von Anti- 
fungiziden, ab, die das pilzspezifische Enzym Glucansynthase inhibieren, das 
wiederum für die Biosynthese eines Hauptzellwandpolymers verantwortlich 
ist (Perlin 2015). 
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Der Naturwissenschaftler van Leeuwenhoek beschrieb 1676 zum ersten Mal 
die Existenz von Mikroorganismen, insbesondere die der Bakterien (Dobell 
1923, Porter 1976). Bakterien gehóren zu den Prokaryoten und unterscheiden 
sich unter anderem von den Eukaryoten durch ihren unterschiedlichen Bau der 
Zellwand. Bei Bakterien kann zudem in gram-positiv (Abbildung 4 a), gram- 
negativ (Abbildung 4 b) und in eine mykobakterielle Zellwand (Abbildung 4 
c) unterschieden werden. 
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Abbildung 4: Vereinfachte schematische Darstellung des Zellwandaufbaus von gram- 
positiven Bakterien (a), gram-negativen Bakterien (b), Mykobakterien (c) und Pilzen 
(d). (a): Gram-positive Bakterien besitzen eine cytoplasmatische Zellmembran (CM), 
die das Cytoplasma (CY) umgibt, und eine mehrschichtige Mureinschicht (MUR). Tei- 
chonsáure (TA) und und Lipoteichonsáure (WLA) sind kovalent an die Peptidogly- 
canschicht beziehungsweise an die innere Zellmembran gebunden. (b) Gram-positive 
Bakterien besitzen neben der CM, der MUR, noch eine weitere äußere Zellmembran 
aus Lipopolysacchariden. (c) Die Zellmembran bei Mykobakterien ist wie bei gram-po- 
sitiven und gram-negativen Bakterien aus einer cytoplasmatischen Lipiddoppelschicht 
aufgebaut. Auf eine einschichtige Peptidoglykanschicht folgt ein Arabinogalaktankom- 
plex (mAGP), die mit Myolsáuren verestert ist. (d) Ebenfalls wie bei Bakterien besitzt 
die Pilzzellwand eine Doppellipidschicht aus Phospholipiden. Danach folgen Membra- 
nen aus Chitin, B-Glucan und Mannan (modifiziert nach Brown et al. 2015). 
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Die Zellwände gram-positiver und gram-negativer Bakterien unterscheiden 
sich maßgeblich durch das Vorhandensein einer weiteren äußeren Membran 
bei grampositiven Bakterien (Kapoor et al. 2017). Die Benennung in gram- 
positiv und gram-negativ beruht auf der Fárbemethode nach Hans Christian 
Gram, die im Jahr 1884 entwickelt wurde (Moyes et al. 2009). Bakterien wer- 
den dabei mit einem basischen Farbstoff, wie beispielsweise Kristallviolett, 
und anschlieBender Nachbehandlung mit Lugolscher Lósung eingefarbt, wo- 
durch ein Iod-Kaliumiodid-Charge-Transfer-Farbstoffkomplex entsteht. Der 
anschlieBende Waschschritt mit Alkohol entfarbt gram-negative Bakterien. 
Gram-positive Bakterien werden aufgrund der Interaktion des Iod-Kaliumio- 
did Komplexes mit der Mureinsáure-Peptidoglykanschicht hingegen durch den 
Waschschritt nicht entfárbt und erscheinen violett (Hucker und Conn 1923). 


Alle Bakterien besitzen ein Peptidoglykanschicht, die aus einem flexiblen, 
hochmolekularen Netzwerk besteht, das dem Bakterium seine Form und os- 
motische Stabilitát verleiht (Lugtenberg und Van Alphen 1983, Shockman 
und Barrett 1983, Beveridge 1999, Neuhaus und Baddiley 2003). Peptidog- 
lykan, auch Murein (Latein murus — Mauer, Wall, Schutz) genannt ist ein 
Heteropolymer, das aus den Bausteinen N-Acetylmuraminsáure (MurNAc) 
und N-Acetylglucosaminsäure (GlcNAc) besteht, die in alternierender Fol- 
ge B-1,4-glykosidisch verknüpft sind (Brennan 2003). Diese Bausteine sind 
untereinander durch bakterienspezifische Aminosäuren, wie beispielsweise 
L-Alanin, peptidisch, meist über tetra-Peptidketten verbunden (Warth und 
Strominger 1969). Bei den gram-negativen Bakterien ist die Mureinschicht 
einschichtig und damit viel dünner als bei gram-positiven Bakterien (Vollmer 
et al. 2008). Die Peptidoglykanschicht wird auch als Mureinsacculus bezeich- 
net, da sie ein dreidimensionales Makromolekül darstellt, welche die gesamte 
Zelloberfläche bedeckt (Höltje 1998). 


Charakteristisch für viele gram-positive Bakterien, wie beispielsweise S. au- 
reus, ist das Vorhandensein von Teichonsäuren (TA), die kovalent an das Pep- 
tidoglykan gebunden ist und Lipoteichonsáure (WLA), die kovalent an die 
Phospholipidschicht gebunden ist (Morath et al. 2005). Hierbei handelt es um 
Ketten aus Glycerin- oder Ribitmoleküle, die über Phosphatbrücken mitein- 
ander verestert sind. Die Funktion von TA und WLA ist noch nicht vollstán- 
dig untersucht. Bisherige Untersuchungen zeigen unter anderem, dass TA und 
WLA eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen Bakterium und Wirtzel- 
le spielen (Swoboda et al. 2010). 


1. Einleitung 


Gram-negative Bakterien besitzen zusätzlich zur Mureinschicht noch eine äu- 
Bere, ebenfalls aus zwei Schichten bestehende Membran, die mit wassergefüll- 
ten Proteinporen, sogenannten Porinen, durchsetzt ist (Beveridge 1999, Pagés 
et al. 2008). Diese äußere Membran ist asymmetrisch aufgebaut. Die Innen- 
seite wird durch die gleichen Phospholipide gebildet, die in der cytoplasma- 
tischen Membran vorkommen, während die Außenseite durch ein besonderes 
Membranphosphoglykolipid, das Lipopolysaccharid, stabilisiert wird. Diese 
zusätzliche Membran, die nicht nur aus Phospholipiden, sondern auch aus Po- 
lysacchariden und Proteinen besteht, stellt eine zusätzliche Penetrationsbarrie- 
re dar, die den gram-negativen Bakterien im Gegensatz zu den gram-positiven 
Bakterien einen besonders wirksamen Schutz vor hydrolytischen Enzymen, 
wie beispielsweise Lysozym verleiht und darüber hinaus auch die Wirkung 
von Antibiotika beeinflusst und begrenzt (Costerton et al. 1974, Kulp und Ku- 
ehn 2010, Schertzer und Whiteley 2012, Brown et al. 2015). 


Die Zellwand der Mykobakterien ist äußerst komplex aufgebaut und kann in 
drei Schichten unterteilt werden: die Plasmamembran, die Zellwand und die 
Kapsel (Daffe und Draper 1997). Die mykobakterielle Zellwand ähnelt durch 
den Aufbau und die Struktur der der gram-positiven Bakterien. Dennoch sind 
Mykobakterien weder grampositiven noch gram-negativen Bakterien zuzuord- 
nen (Draper 1982). 


Die cytoplasmatische Zellmembran ist, wie bei gram-positiven und gram-nega- 
tiven Bakterien, eine klassische aus amphipathischen, polaren Phospholipiden 
und Phosphatidylinositolmannosiden bestehende Lipiddoppelschicht (Minni- 
kin et al. 1982, Draper 1998). Die netzartige, flexible Peptidoglykanschicht 
ist im Vergleich zu gram-positiven Bakterien einschichtig aufgebaut. Der 
Hauptbestandteil der mykobakteriellen Zellwand besteht aus dem Arabinoga- 
laktan-Komplex (mAGP) zusammen mit der Mykolsäureschicht (Chatterjee 
et al. 1991). Dabei ist mAGP ein Makromolekül aus Arabinose und Galaktan, 
das kovalent an die Peptidoglycanschicht gebunden, und mit unterschiedlichen 
Mykolsäuren verestert ist (McNeil et al. 1991, McNeil und Brennan 1991). 
Mykolsäuren kommen in vielen Mycobacteria vor und sind hochmolekulare, 
langkettige a-Alkyl-B-hydroxy-Fettsäuren, die je nach Mykobakterium sehr 
vielfältig sind (Minnikin et al. 1982). Glykolipide bilden den Abschluss der 
mykobakteriellen Zellwand und sind nicht-kovalent mit den Mykolsäuren ver- 
bunden (Goren und Brennan 1979). Ein Beispiel hierfür ist Trehalose-6,6°-di- 
mykolat (TDM), auch cord factor genannt. Dieses spielt eine Rolle bei der 
Inhibierung der Leukozytenmigration und ist dabei bei der Pathogenese in TB 
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von wichtiger Bedeutung (Goren und Brennan 1979, Rastogi und David 1988). 
Insgesamt besitzt die mykobakterielle Zellwand einen hohen Lipidgehalt und 
ist aufgrund dessen besonders sáureresistent und bietet zudem eine hohe Per- 
meabilitätsbarriere, vor allem gegenüber vieler Antibiotika (Chatterjee 1997). 


Die Zellwand von Pilzen, wie Candida spp., unterscheidet sich stark von dem 
Aufbau bakterieller Zellwánde (Abbildung 4 d) (Bowman und Free 2006). Sie 
besteht zum größten Teil aus Chitin, Glucan, Mannan und Glykopoteinen (Klis 
1994). Dabei ist die Glykoproteinschicht aus B-1,3-Glucan und B-1,6-Glucan 
aufgebaut und ist mit N-und O-verlinkten Oligosaccahriden (Mannan) veres- 
tert. Die Zellwand der Pilze variiert je nach Art. So besitzen manche Pilze auch 
Melanin in der Zellwand. Ob dieses Molekül permanent vorhanden ist oder nur 
vorübergehend ist, ist nicht bekannt (Free 2013). 


1.3 Peptide in der pharmakologischen Forschung 


Neben vielen neuartigen Strukturen und antimikrobiellen Naturstoffen stehen 
zurzeit auch vor allem kleine kationische Peptide mit antimikrobiellen Eigen- 
schaften im Fokus der gegenwártigen Antibiotikaforschung. Sie sind in der 
Lage, eine grofe Bandbreite an pharmakologischen und pharmakodynami- 
schen Eigenschaften abzudecken. Zu diesen Eigenschaften gehóren unter an- 
derem die endocytotische Aufnahme (Lugtenberg und Van Alphen 1983) mit 
hoher Importeffizienz in diverse Zelllinien (Hoyer et al. 2012), die geringe 
Zytotoxizitat, die gute Löslichkeit in wässrigen Lösungen, die kurze Ketten- 
lange (Zhu et al. 2019) sowie ein einfacher synthetischer Zugang über Fest- 
phasensynthese (Zuckermann et al. 1992). Hierzu gehóren unter anderem die 
zellpenetrierende Peptide (CPPs) (Ryser und Shen 1978, Lindgren et al. 2000) 
und die antimikrobiellen Peptide (AMPs) (Khara et al. 2015). CPPs kónnen die 
Plasmamembran diverser Zellen passieren und dabei sogar Moleküle, die zum 
Teil ein Vielfaches ihrer Größe besitzen, transportieren (Snyder und Dowdy 
2004, Vives 2005, Zorko und Langel 2005). Diese Sequenzen haben sich seit 
den spáten achtziger Jahren als vielversprechende Vektoren für einen verbes- 
serten Transport einer Vielzahl von Molekülen erwiesen (Dietz und Bahr 2004, 
Snyder und Dowdy 2004). Als Geburtsstunde der CPPs wird die Entdeckung 
der zellpenetrierenden Eigenschaften des HIV-1 transcription activating Pro- 
teins (HIV-1 Tat) angesehen, die unabhängig voneinander von zwei Gruppen 
im Jahr 1988 gemacht wurde (Frankel und Pabo 1988, Green und Loewenstein 
1988). 


1. Einleitung 


AMPs, die auch host defense-Peptide genannt werden, sind kleine (<40 Amino- 
sáuren (aa)), amphiphile, meist kationische Polypeptide und zeigen eine brei- 
te antibakterielle Aktivitát gegen gram-positive und gram-negative Bakterien 
(Zasloff 2002, Brogden 2005, Hancock und Sahl 2006). Das einzige bekannte 
humane AMP ist das Cathelicidin LL-37. Zusátzlich zu dem antibakteriellen 
Effekt, weist LL-37 eine antifungale und antivirale Aktivitat auf und spielt zu- 
dem eine Rolle in der Immunmodulation (Burton und Steel 2009, Vandamme 
et al. 2012). Ein weiteres AMP kommt aus der Klasse der Magainine. Magai- 
nin ist ein 23-aa langes Peptid aus der Haut des afrikanischen Frosches Xeno- 
pus laevis und besitzt neben der bakteriziden Wirkung auch eine tumorizide 
Aktivitát (Ostroumova et al. 2015). Magainine, wie beispielsweise Pexiganan, 
sind seit über 10 Jahren in klinischen Studien, verfehlten aber bisher die Be- 
dingungen für eine Zulassung (Halliday et al. 2006, Pace und Yang 2006). Das 
im Bienengift, wie beispielsweise von der Honigbiene Apis mellifera, vorkom- 
mende kationische Polypeptid Melittin ist ebenfalls ein AMP (Blondelle und 
Houghten 1991). Ebenfalls wie Magainin ist Melittin hämolytisch aktiv und 
kann nicht als antibiotisches Mittel zugelassen werden (Asthana et al. 2004). 


Aufgrund der antimikrobiellen Wirkung von natürlich vorkommenden AMPs 
werden die Strukturen der AMPs als Vorlage für neue antimikrobiell aktive 
Wirkstoffe genutzt. Ein Beispiel für dieses Molekülmimikry ist Polymyxin B 
und Colistin (Polymyxin E) (Tsubery et al. 2000, Saravolatz et al. 2005). Poly- 
myxine sind gegen gram-negative, nicht jedoch gegen gram-positive Bakterien 
oder Candida spp. aktiv (Vaara 2009). Sie wurden in den 1970-er Jahren vom 
Markt ausgeschlossen, da sie stark nephrotoxisch und neurotoxisch sind. Die 
aktuelle Flut an multiresistenten Erregern brachte Polymyxine jedoch wieder 
zurück auf den Markt als letzte Instanz, um schwere Infektionen mit XDR 
gram-negativen Bakterien zu therapieren (Falagas und Kasiakou 2006, Li et 
al. 2006, Zavascki et al. 2007, Landman et al. 2008, Pastewski et al. 2008). 
Polymyxine sind weiterhin aufgrund der stark kationischen Eigenschaft stark 
toxisch und stellen daher kein first-line-Antibiotikum dar. Generell sind AMPs 
neben der toxischen und relativ schwachen antimikrobiellen Komponente auch 
relativ groß und sind zudem nicht proteolytisch stabil. Eine vielversprechende 
Alternative zur Umgehung der oben genannten Schwáchen, wie beispielsweise 
die schlechte Hydrolysestabilitat der AMPs, bietet die Generation der Peptido- 
mimetika (Wiley und Rich 1993, Wender et al. 2000, Vagner et al. 2008). 
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1.4 Peptidomimetika 


Peptide sind durch ihre konformationelle Flexibilität weniger spezifisch, en- 
zymatisch instabil und meist weniger antimikrobiell aktiv. Dennoch machen 
ihre einfache Herstellung und ihre große Vielfalt sie zu potentiell interessan- 
ten Therapeutika. Jedoch können Peptide vor Entfaltung ihrer Wirkung von 
körpereigenen Enzymen erkannt und daraufhin abgebaut werden (Marschütz 
und Bernkop-Schnürch 2000, Torchilin 2000). Damit eine Substanz nicht en- 
zymatisch abgebaut werden kann und antibiotisch wirkt, sind spezielle biolo- 
gische und physikalische Eigenschaften erforderlich (Reddy et al. 2004). Um 
diese Nachteile umgehen zu können, wurden Peptid-ähnliche Verbindungen, 
so genannte Peptidomimetika, entwickelt. Unter diesem Begriff werden alle 
Verbindungen zusammengefasst, die strukturell oder topologisch den Peptiden 
ähneln, wobei jedoch häufig die charakteristische Amidbindung der Peptide 
teilweise oder vollständig verändert wurde (Vagner et al. 2008). Durch diese 
strukturelle Veränderung sollen verbesserte pharmakokinetische und pharma- 
kodynamische Funktionen geschaffen werden (Simon et al. 1992, Vagner et 
al. 2008). In den vergangenen Jahren hat sich gezeigt, dass B-Peptide eine er- 
höhte Proteasestabilität und eine stabilere Helix aufweisen als a-Peptide. Die 
Elemente der B-Peptide sind B-Aminosäuren, deren Aminogruppe statt am a- 
Kohlenstoff am pKohlenstoff verknüpft ist (Seebach et al. 1996, Potocky et 
al. 2003). B-Peptide weisen eine eher schwache antimikrobielle Wirkung auf 
(Ishitsuka et al. 2006, Violette et al. 2006). Zudem zeigen B-Peptide auch eine 
hämolytische Aktivität gegen humane Erythrozyten (Hamuro et al. 1999, Liu 
und DeGrado 2001, Porter et al. 2002). 


Eine weitere Gruppe der Peptidomimetika stellen die Peptoide, wie beispiels- 
weise zellpenetrierende Peptoide (CPPos) dar (Kólmel et al. 2014). Peptoide 
sind polyNsubstituierte Glycine. Die Seitenketten befinden sich im Gegensatz 
zu den CPPs nicht am a-Kohlenstoff, sondern am Stickstoffatom des Peptid- 
rückgrats (Abbildung 5) (Zuckermann et al. 1992, Eggenberger et al. 2009). 
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Abbildung 5: Vergleich der Strukturen eines Peptids, B-Peptids und Peptoids (modi- 
fiziert nach Kirshenbaum et al. 1998 und Demizu et al. 2015). 


Peptoide besitzen ein achirales Rückgrat, während Peptide chiral sind. Dieser 
Unterschied führt dazu, dass Peptoide hochresolut gegen den proteolytischen 
Abbau sind. Die achirale Struktur führt zu sehr stabilen Polyprolin Typ-1-ähn- 
lichen Helices, die eine Periodizität von ungefähr drei Seitenketten pro Win- 
dung und einer helikalen Ganghóhe von 6,0 bis 6,7 À durch periodischen Ein- 
bringen von groBen, sperrigen a-chiralen, aliphatischen Seitenketten besitzt 
(Steinberg et al. 1960, Armand et al. 1997, Wu et al. 2003). Auf Grund der Ver- 
schiebung der Seitenketten sind die Peptoide proteolytisch resistent und kón- 
nen daher im Organismus nicht durch Enzyme abgebaut werden. AuBerdem 
sind Peptoide besser wasserlóslich als Peptide, da das Stickstoffatom tertiár 
wird und somit die Wasserlóslichkeit steigt (Tan et al. 2008). Des Weiteren ag- 
gregieren die Peptoide weniger häufig als Peptide, was einen entscheidenden 
Vorteil für die Bioverfügbarkeit darstellt (Chongsiriwatana et al. 2008, Eggen- 
berger et al. 2009, Chongsiriwatana et al. 2011, Kapoor et al. 2011). 


Die Anwendungsgebiete der Peptoide sind aufgrund der hohen Diversität breit 
gefüchert. Durch die enorme Vielfalt an unterschiedlichen Seitenketten natürli- 
cher und unnatürlicher Art konnte in ersten Zellkultur- und Fischexperimenten 
gezeigt werden, dass eine Penetration in unterschiedliche Zellkompartimente 
stattfindet (Schroder et al. 2007, Kólmel et al. 2014, Popova et al. 2018). Zur 
Visualisierung kónnen Peptoide mit Fluorophoren, wie beispielsweise Rhod- 
amin B, markiert werden. Generell haben Peptoide eine hóhere Permeabilitát 
als Peptide und verhalten sich sehr unterschiedlich im Vergleich zu AMPs. 
Dafür verantwortlich ist zum einen der fehlende Amid-Wasserstoff, welcher 
für die Ausbildung einer Sekundärstruktur notwendig ist, und zum anderen die 


22 


1.5 Peptoidsynthese 


fehlende Chiralität. Durch die große Auswahl an Seitenketten ist es trotzdem 
móglich, eine bestimmte Sekundár- und/oder Tertiárstruktur zu generieren. 


Aufgrund der hohen Diversität, Biokompatibilität und Bioverfügbarkeit be- 
sitzen Peptoide ein groBes Potential als künftige antibiotische und antimikro- 
bielle Wirkstoffe. Antimikrobielle Peptoide, kurz Ampetoids, bilden eine neue 
Generation der Peptidomimetika. 


1.5 Peptoidsynthese 


Peptoide kónnen kostengünstig und relativ einfach synthetisiert werden. 
Analog zu den CPPs und CPPos werden Ampetoids meist mit der bereits für 
viele Peptoidsynthesen etablierten Festphasensynthese generiert (Merrifield 
1963). Dabei ist es móglich, unterschiedliche Seitenketten einzufügen. Bei 
dieser Methode kann eine gute Ausbeute und eine hohe Reinheit erzielt wer- 
den. Ein weiterer Vorteil bei der Festphasensynthese bietet zudem die Móg- 
lichkeit der Automatisierung (Merrifield 1963, Kólmel et al. 2012). 


Bei der Festphasensynthese wird das Peptoid an einem Polystyrolharzkügel- 
chen kovalent synthetisiert. Dabei handelt es sich oft um Chlortritylchlorid- 
Rink-Amid-, Sieber-Amid- oder Wang-Harze. Das Rink-Amid-Harz besitzt 
einen sáurelabilen funktionalen Linker, der nach Abspaltung der Schutzgruppe 
an der Funktionalitát eine Amidgruppe am C-Terminus des Peptoids hinter- 
lässt. Als Schutzgruppe eignet sich 9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl (Fmoc), 
welches mit 20%-iger Piperidinlósung abgespalten werden kann (Abbil- 
dung 6). 
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o= 
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Fullvalen 
Abbildung 6: Schema der Abspaltung des Rink-Amid-Linkers durch Abspaltung der 
Fmoc-Gruppe mit 20%-iger Piperidinlósung. 
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Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe kann tiber eine UV/Vis-Spektrosko- 
pie tiberpriift werden. Dadurch kann das entstandene Nebenprodukt Fullvalen 
detektiert werden, das bei der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe entsteht. 
Danach kann die Synthese des Peptoids beginnen. Es gibt zwei Methoden, 
um Peptoide zu synthetisieren. Die Monomer-Methode, welche ebenfalls bei 
Peptiden verwendet wird, und die Submonomer-Methode, die speziell fiir Pep- 
toide entwickelt wurde (Simon et al. 1992, Zuckermann et al. 1992). 


1.5.1 Monomere-Methode 


Die Monomere-Methode wurde zum ersten Mal von Simon im Jahr 1992 be- 
schrieben und kann wie die Peptidsynthese mit modifizierten Monomer-Ein- 
heiten erfolgen. Allerdings müssen für die Peptoidsynthese N-substituierte 
Glycine verwendet werden, die mit einer Schutzgruppe, wie beispielsweise 
Fmoc, temporár geschützt sind. Des Weiteren müssen funktionelle Gruppen 
der Seitenketten durch orthogonale Schutzgruppen geschützt werden. Für die 
Kupplung der Monomere an die feste Phase werden meist N,N*-Diisopro- 
pylcarbodiimid (DIC) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) verwendet. Nach 
der Kupplungsreaktion kann das Monomer durch 20%-ige Piperidinlósung in 
DMF entschützt werden. Durch weitere Zyklen kónnen dann mit Hilfe von 
DIC und HOBt weitere Monomere angeknüpft werden. Eine Peptidkette ent- 
steht, die so lange synthetisiert werden kann, bis die gewünschte Länge er- 
reicht wurde. Schließlich kann das entstandene Peptid bzw. Peptoid durch 
95%-ige TFALósung vom Linker abgespalten werden (Abbildung 7). 
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Abbildung 7: Peptoidsynthese mit Hilfe der Monomer-Methode (Kólmel et al. 2012). 
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Alle Reaktionen bei der Monomer-Methode werden bei Raumtemperatur 
durchgefiihrt. Die Reaktionszeit kann durch den Einsatz von Mikrowellen- 
strahlung verringert werden. (Olivos et al. 2002). 


1.5.2 Submonomere-Methode 


Eine weitere Methode zur Synthese von Peptoiden ist die Submonomer-Me- 
thode. Diese wurde im Jahr 1992 von Zuckermann entwickelt. Bei diesem 
Verfahren besteht der Zyklus aus einer Acylierung und einer nukleophilen 
Substitution. Dabei werden die NAlkylglycine in einer zweistufigen Synthe- 
se durch Bromacetylierung eines festgebundenen Amins zum Bromacetamid 
aufgebaut, wodurch das sekundäre Amin durch aktivieren Halogenessigsáure 
acyliert wird. AnschlieBend kann durch ein Carbodiimid, wie beispielsweise 
DIC, die Carboxylgruppe der Bromessigsäure aktivieren und das Amin gekup- 
pelt werden. Diese Schritte werden so lange wiederholt, bis die gewünschte 
Kettenlänge erreicht wird. Schließlich wird wie bei der Monomeren-Methode 
das entstandene Peptoid mit Hilfe von 95%-iger TFA-Lósung von der festen 
Phase abgespalten (Abbildung 8). 
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Zyklus wird wiederholt, bis gewiinschte Lange erreicht ist 
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Abbildung 8: Submonomer-Synthese von Peptoiden nach Zuckermann (Zuckermann 
et al. 1992). 
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1.6 Synthese von Peptoidbibliotheken 


Die Monomer Mehtode und die Submonomer Methode eignen sich beide als 
Grundlage für die Herstellung großer Peptoidbibliotheken. Seit dem Aufkom- 
men der Peptoide Ende der achtziger Jahre wurden verschiedenen Methoden 
entwickelt, um große Bibliotheken zu erstellen. Eine gängige Methode ist die 
»Split and Mix "-Methode, die von Furka beschrieben wurde (Abbildung 9) 
(Furka et al. 1991). Dabei besteht die Synthese aus drei einfach Schritten: 
Sortieren (Split), Kuppeln und Mischen (Mix). Die Synthese findet für jedes 
Peptid bzw. Peptoid in einem eigenen Reaktionsgefá statt. Dies hat den Vor- 
teil, dass jedes einzelne Produkt separat vorliegt und nicht aufwendig getrennt 
werden muss. Die einzelnen Reaktionsgefäße werden dann in unterschiedliche 
Reaktionslósungen getaucht, um die verschiedene Monomere zu verknüpfen. 
Nach jeder beendet Reaktion werden die ReaktionsgefaBe gewaschen und neu 
gemischt. 
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Abbildung 9: Schema der „Split and Міх“ Methode. Darstellung der Synthese einer 
Bibliothek mit vier verschiedenen Seitenketten. Die grauen Kugeln stellen die feste 
Phase der Synthese dar. Jede Farbe stellt eine Seitenkette dar. 


Durch diese Methode kann eine beliebig große Bibliothek entstehen. Die Ge- 
samtgröße der Bibliothek ist dabei von der Anzahl der Seitenketten (n) und der 
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Kettenlänge (m) abhängig. Die Gesamtzahl der Bibliothek kann mit Hilfe der 
Formel n" ermittelt werden. Werden beispielsweise Tetramere mit vier unter- 
schiedlichen Seitenketten synthetisiert, so wird die Bibliothek 44-256 Elemen- 
te enthalten. 


161  IRORI-Technologie 


Die IRORI-Technologie erleichtert das Synthetisieren mit Hilfe der Split and 
MixMethode von sehr großen Peptoidbibliotheken. Durch die Verwendung 
von Radiofrequenz-Tags (Rf-Tags), die einen einzigarten Code beinhalten, 
kann der Prozess noch wáhrend der Synthese gesteuert und nachverfolgt wer- 
den. Für die Synthese werden Mikroreaktoren, sogenannten MiniKans, ver- 
wendet. Die MiniKans werden mit Harz sowie mit einem Rf-Tag befüllt und 
bildet so ein permeablen Reaktionsraum. Die IRORI-Synthese ist komfortabel 
und erfolgt in Glaswaren. Die Synthese erfolgt dabei in 6 Schritten: 1. Acylie- 
rung, 2. Bromierung, 3. Monomerkupplung, 4. Abspaltung, 5. Analyse und 6. 
Reinigung (Abbildung 10) (Moran et al. 1995, Nicolaou et al. 1995, Kólmel 
et al. 2012). 
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1. Einleitung 


Elongation 


IRORI RF-Tag 
MiniKan 


1. Acylierung 2. Bromierung 


3. Monomerkupplung 


Monomerlósung 1 


Monomerlósung 2 


Monomerlósung 3 Monomerlósung 4 


4. Abspaltung 

5. Analyse 
-MALDI-TOF 
-LC/MS 

6. Reinigung/HPLC 


7. Experiment, bspw. \ 
MHK-Bestimmung > 


Abbildung 10: Schematische Darstellung der auf IRORI-Technologie basierenden 
Festphasensynthese von Split and Mix “-Bibliotheken. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 


2.1 Peptoidbibliotheken 


Fir die Evaluierung neuer antimikrobieller Peptoide, sogenannter Ampetoids 
wurden Peptoidbibliotheken aus Tetrameren, Pentameren, Oktameren, Nona- 
meren, Undekameren und Dodekameren nach der Submonomer-Methode syn- 
thetisiert (Abbildung 11). Für die Synthese wurde das Harz zunächst durch 
Piperidin entschützt (Abbildung 11 Schritt 1). Anschließend folgte die Acylie- 
rung des Harzes durch Bromessigsäure und N,N'-diisopropylcarbodiimid (Ab- 
bildung 11 Schritt 2). Auf die Acylierung folgte die Monomerkupplung der ent- 
sprechenden Amine durch nukleophile Substitution von N-substituierte Glycine 
(Abbildung 11 Schritt 3). Dabei fungiert das Brommolekül als Abgangsgruppe 
und eine Amidbindung entsteht. Je nach Peptoidbibliothek wurden Schritt 2 
und Schritt 3 wiederholt, bis die gewünschte Peptoidlänge synthetisiert wurde. 
Nach der Kupplung des letzten Aminbausteins wurde jedes Peptoid mit dem 
Fluorophor Rhodamin B markiert, um die Peptoide sowohl in lebenden Zellen 
als auch in Bakterien visualisieren zu können (Abbildung 11 Schritt 5a). Da- 
nach folgte die Abspaltung vom Harz durch Zugabe von 95% TFA (Abbildung 
11 Schritt 5b) und die anschließende Reinigung mittels HPLC. 


Fmoc 
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OH 
"e и “у 
О 
Rink-amid Harz DIC, DMF 


a) Piperidin 


b) DMF De O) 


b) 9096 TFA, 
CH,Cl, 


5 Ir 
RhoB NH, Rin H 
n 
Rin Ol 


Abbildung 11: Vereinfachte schematische Darstellung der Synthese von Peptoidbiblio- 
theken durch die Submonomermethode. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 


Durch die Verwendung von semi-permeablen Reaktionsráumen, wie IRORI 
MiniKans oder Minireaktoren ist es méglich, permutierte Peptoidbibliotheken 
zu synthetisieren. Die chemische Struktur eines Tetramers ist in Abbildung 
12 abgebildet. 


М ef 
R4 О к, О 
N х Д 
Mu 
14 О к, О 


Abbildung 12: Chemische Struktur eines mit Rhodamin B gekuppelten Tetramers. R, , 
steht für die jeweiligen Seitenketten. 


Für die Synthese neuer Peptoidbibliotheken wurden verschiedene Seitenketten 
gewahlt (Abbildung 13). Die Seitenketten wurden dabei in drei verschiedene 
Klassen, lipophile, klein und aromatisch unterteilt werden. Zu den lipophilen 
Monomeren gehórten die Amine N-(4-aminobutyl)glycin (Nlys), N-(hexyl) 
glycin (Nhe), N(tridecyl)glycin (Ntridec) und N-(tetradecyl)glycin (Ntetra- 
dec). Dabei wurden die Seitenketten nach steigender Lipophilität geordnet. In 
die Gruppe der kleinen Seitenketten gehórten die Amine N-(1-methylpropyl) 
glycin (Nile) und N(2prop2yne-1-yl)glycin (Nprg). Zu den aromatischen Sei- 
tenketten zählten die Amine N(benzyl)glycine (Nphe), N-(S)-(1-phenylethyl) 
glycin (Nspe), N(4hydroxybenzyl)glycin (Nphb), N-(4-chlorobenzyl)glycin 
(Npcb), N(4fluorobenzyl)glycin (Npfb) und N-(2-indolethyl)glycin (Ntrp). 
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2.1 Peptoidbibliotheken 


Lipophil 


$26 


DA 


NLys Nhe 
N-(4-aminobutyDglycin N-(hexyl)glycin 


Ntridec 
N-(tridecyl)glycin 


Lipophilitat 


Klein 


A ES 
ст u 


Nile Nprg 
N-(-methylpropyl)glycin — N-(2-prop-2-yn-1-yDglycin 


Aromatisch 


d Ж 


Nphe Nspe Nphb 


ANP 


о 


Ntetradec 
N-(tetradecyl)glyein 


Npeb 


N-(benzylglycin N-(S)-(1-phenylethyl)glycin N-(4-hydroxybenzyl)glycin N-(4-chlorbenzyl)glycin 


Npfb Ntrp 


N-(4-fluorobenzyl)glycin N-(2-indolethyl)glycin 


Abbildung 13: Verwendete Seitenketten fiir die Synthese unterschiedlicher Peptoid- 
bibliotheken. Es wurden die Amine N-(4-aminobutyl)glycin (Nlys), N-(hexyl)glycin 
(Nhe), N-(tridecyl)glycin (Ntridec), N-(tetradecyl)glycin (Ntetradec), Amine N-(1-met- 
hylpropyl)glycin (Nile), N-(2-prop-2-yne-1-yl)glycin (Nprg), N(benzyl)glycine (Nphe), 
N-(S)-(1-phenylethyl)glycin (Nspe), N-(4-hydroxybenzyl)glycin (Nphb), N-(4-chlo- 
robenzyl)glycin (Npcb), N-(4-fluorobenzyl)glycin (Npfb) und N-(2-indolethyl)glycin 
(Ntrp) verwendet. Der Zahlen- und Farbcode der Monomere ist in Tabelle 22 zusam- 
mengestellt. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 


211 Peptoidbibliothek 1 


In der Doktorarbeit von Dr. Franziska Rónicke (Rónicke 2015) wurde eine 
Peptoidbibliothek mit Tetrameren CPPos erstellt. In dieser Bibliothek wurden 
verschiedene hydrophile und lipophile Seitenketten verwendet, um die Or- 
gan-und Organellspezifität zu evaluieren. Die verwendeten Seitenketten für 
diese Peptoidbibliothek waren N-(4-aminobutyl)glycin (Nlys), N-(2-prop-2- 
yne-1-yl)glycin (Nprg), N(benzyl)glycine (Nphe) und N-(4-chlorobenzyl)gly- 
cin (Npcb) (Abbildung 14). Dabei wurden die Amine nach ihrer steigenden 
Lipophilitát sortiert. Die Seitenkette Nprg wurde ausgewählt, um eine spätere 
Modifizierung und weitere Funktionalisierung der Peptoide noch nach der Ab- 
spaltung zu ermóglichen. Durch eine Clickreation der Alkingruppe von Nprg 
und eines Azids oder Thiols kónnen beispielsweise modifizierte Zucker oder 
Cargos an das Peptoid gekuppelt werden (Kolb et al. 2001, Dondoni 2008). 
Die Seitenketten Nphe und Nlys reprásentierten die zwei natürlich vorkom- 
menden neutralen Aminosäuren Phenylalanin und Lysin. Die Einführung der 
Lysin-und lysinahnlichen Seitenketten erfolgte über die Kupplung von einsei- 
tig Boc geschützten Seitenketten. Die spátere Entschützung der Boc geschütz- 
ten Seitenketten Nlys erfolgte bei der Abspaltung des Harzes unter sauren 
Bedingungen mit TFA. Die Seitenkette Npcb wurde ausgewählt um die Lipo- 
philität der Peptoidbibliothek zu erhöhen. Die Peptoidbibliothek wurde mittels 
der Submonomermethode in Kombination mit der Split& Mix Methode an der 
festen Phase synthetisiert. Dabei wurde die Peptoidbibliothek komplett per- 
mutiert, sodass 4*=256 Peptoide synthetisiert wurden. Die Sequenzen für diese 
Bibliothek sind in im Appendix in Tabelle 21 zu finden. Die durchschnittliche 
Ausbeute nach Reinigung durch HPLC betrug 33%. 


Um neben den zellpenetrierenden Eigenschaften der Peptoide noch weitere 
Eigenschaften zu determinieren, wurden weitere Untersuchungen vorgenom- 
men. Daher wurde diese Bibliothek zu Beginn dieser Arbeit auf ihre antimikro- 
bielle Wirkung gegen gram-positive und gram-negative Bakterien untersucht. 
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2.1 Peptoidbibliotheken 


NX © 


DN" 
Nprg Npcb NLys Nphe 
N-(2-prop-2-yn-1-yl)glycin N-(4-chlorbenzyl)glyein N-(4-aminobutyl)glycin N-(benzyl)glycin 
Farbcode E Farbcode [Im Farbcode E Farbcode П] 
Zahlencode 1 Zahlencode 2 Zahlencode 3 Zahlencode 4 


Abbildung 14: Darstellung der Struktur, Abkürzung, Strukturname, Farbcode und Zah- 
lencode der verwendete Seitenketten in der Peptoidbibliothek 1. Für die Synthese wur- 
den die Seitenketten N-(2-prop-2-yne-1-yl)glycin (Nprg, Farbcode grün, Zahlencode 
1), N-(4-chlorobenzyl)glycin (Npcb, Farbcode grün, Zahlencode 2), (N(4aminobutyl) 
glycin (Nlys, Farbcode blau, Zahlencode 3) und N(benzyl)glycine (Nphe, Farbcode 
gelb, Zahlencode 4) verwendet. 


2.1.2 Peptoidbibliothek 2 


Peptoidbibliothek 2 besteht aus ebenfalls 4 verschiedenen Aminseitenketten. 
Ziel war es, eine neue Peptoidbibliothek mit noch stárkerer antimikrobieller 
Aktivität und geringerer Toxizität zu erstellen. Dabei wurden für diese Pep- 
toidbibliothek die Seitenketten N-(tetradecyl)glycin (Ntetradec), N-(4-fluoro- 
benzyl)glycin (Npfb), N(Ahydroxybenzyl)glycin (Nphb) und N(benzyl)glycine 
(Nphe) verwendet. Die Strukturen sind der Seitenketten sind in Abbildung 15 
zusammengestellt. Die Seitenkette Ntetradec repräsentierte einen stark lipo- 
philen Baustein und sollte die Membrangängigkeit des Peptoids in Bakterien 
und humanen Zellen erhóhen. Aufgrund der starken Lipophilie dieses Amins 
und der erschwerten Synthese wurde diese Peptoidbibliothek nicht komplett 
permutiert. Die Seitenkette Nphb ahmt die neutrale, polare Aminosáure Tyro- 
sin nach. Die unpolare Seitenkette Npfb ersetzt den relativ toxischen Baustein 
Npcb aus Peptoidbibliothek 1. Zudem enthalten viele kommerzielle Antibio- 
tika, wie beispielsweise Fluorchinolon und das f-Laktam Antibiotikum Fluc- 
loxacillin Fluor (Sutherland et al. 1970, Hooper und Wolfson 1985). Dadurch 
soll die antimikrobielle Aktivitát erhóht werden. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 


15 € “о, o 


Ntetradec Npfb Nphb Nphe 
N-(tetradecyl)glycin ` N-(4-fluorobenzyl)glycin N-(4-hydroxybenzyl)glycin N-(benzyl)glycin 
Farbcode Е Farbcode | Farbcode а Еањеойе[ | 
Zahlencode 5 Zahlencode 6 Zahlencode 7 Zahlencode 4 


Abbildung 15: Darstellung der Struktur, Abkiirzung, Strukturname, Farbcode und Zah- 
lencode der verwendete Seitenketten in der Peptoidbibliothek 2. Für die Synthese wur- 
den die Seitenketten N-(tetradecyl)glycin (Ntetradec, Farbcode grau, Zahlencode 5), 
N-(4-fluorobenzyl)glycin (Npfb, Farbcode türkis, Zahlencode 6), N(Ahydroxybenzyl) 
glycin (Nphb, Farbcode rosa, Zahlencode 7) und N(benzyl)glycine (Nphe, Farbcode 
gelb, Zahlencode 4) verwendet. 


Die halbpermutierte Peptoidbibliothek enthält 34-81 Peptoide, die mittels der 
IRORI basierten Submonomermethode synthetisiert wurden. Alle Peptoide 
wurden mit Rhodamin B markiert, um die Lokalisation der Peptoide in Zellen 
analysieren zu können. Nach der Fluoreszenzmarkierung wurden die Peptoide 
mit 95% TFA vom Harz abgespalten und mit MALDI identifiziert. 79 von 81 
Peptoiden konnten identifiziert werden und wurden in Tabelle 1 zusammen- 
gestellt. Die Ausbeute nach Reinigung mittels HPLC betrug durchschnittlich 
30%. 
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2.1 Peptoidbibliotheken 


Tabelle 1: Überblick über die Peptoidbibliothek 2. Peptoidnummer, Sequenz, Farb- 
code, Zahlencode, Molekulargewicht der jeweiligen Peptoide. Erfolgreich synthetisier- 
te und durch MALDI-TOF Massenspektrometrie identifizierte Peptoide sind mit einem 
Y markiert. Peptoide die nicht identifiziert werden konnten sind mit einem X markiert. 


Peptoid Sequenz Farb- Zahlen- MW? Peptoid 
code code vor- 

handen* 

[g/mol] (У/х) 
257  Mietradec-Nphe-Nphe-Nphe-RhodB [MH H H |5444 11375 v 
258  Ntetradec-Nphe-Nphe-Npfb-RhodB | H H J 5446 1155,5 Y 
259  Ntetradec-Nphe-Nphe-Nphb-RhodB | H |j 5447 1153,5 Y 
260 ` Mtetradec-Nphe-Npfe-Nphe-RhodB [MH HH] 5464 1550. 
261  Ntetradec-Nphe-Npfb-Npfb-RhodB W H H J 5466 1173,5 Y 
262  Ntetradec-Nphe-Npfb-Nphb-RhodB | H H J 5467 1171,5 Y 
263  Ntetradec-Nphe-Nphb-Nphe-RhodB | HH] 5474 1153,5 Y 
264  Ntetradec-Nphe-Nphb-Npfb-RhodB | HH) 5476 1171,5 Y 
265  Ntetradec-Nphe-Nphb-Nphb-RhodB mH! 5477 1169,5 Y 
266 Mtetradec-Npfb-Nphe-Nphe-RhodB UH 5644 1155,5 Y 
267 ` Ntetradec-Npfb-Nphe-Npfb-RhodB [HH Ho] 5646 11735 v 
268  Ntetradec-Npfb-Nphe-Nphb-RhodB Ш HHI 5647 1171,5 “ 
269  Ntetradec-Npfb-Npfb-Nphe-RhodB E HH] 5664 1173,5 Y 
270 ` NMtetradec-Npfb-Npfb-Npfb-RhodB MH HH 5666 1191,5 Y 
271  Mtetradec-Npfb-Npfb-Nphb-RhodB EH H |j 5667 1189,5 Y 
272  Ntetradec-Npfb-Nphb-Nphe-RhodB а HCH J 5674 1171,5 Y 
273  Ntetradec-Npfb-Nphb-Npfb-RhodB BMH HH] 5676 1189,5 Y 
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2. Ergebnisse und Diskussion 


Peptoid Sequenz? Farb- Zahlen- MW?  Peptoid 
code code vor- 

handen* 

[g/mol] | (Y/X) 
274 Mtetradec-Npfb-Nphb-Nphb-RhodB H HESS] 5677 1875 v 
275 | Ntetradec-Nphb-Nphe-Nphe-RhodB BH! 5744 1153,5 2 
276 Ntetradec-Nphb-Nphe-Npfb-RhodB | HI 5746 1171,5 Y 
277 Ntetradec-Nphb-Nphe-Nphb-RhodB [HIGH H 5747 nues Z 
278 | Ntetradec-Nphb-Npfb-Nphe-RhodB ШШ | H J 5764 1171,5 2 
279  Ntetradec-Nphb-Npfb-Npfb-RhodB MH H J 5766 1189,5 v 
280 ` Ntetradec-Nphb-Npfb-Nphb-RhodB | H H J 5767 1875 м 
281  Ntetradec-Nphb-Nphb-Nphe-RhodB B HHI 5774 1169,5 “ 
282  Ntetradec-Nphb-Nphb-Npfb-RhodB EHHH) 5776 1187,5 Y 
283  Ntetradec-Nphb-Nphb-Nphb-RhodB B Hi) 5771 1185,5 Y 
284 Npfb-Nphe-Nphe-Nphe-RhodB | H H H | 6444 10493 v 
285 Npfb-Nphe-Nphe-Npfb-RhodB m H Lë 6446 1067,3 Y 
286 Npfb-Nphe-Nphe-Nphb-RhodB | H H НГ 6447 1053 v 
287 Npfb-Nphe-Npto-Nphe-RhodB_ | H H H |6464 10673 v 
288 Npfb-Nphe-Npfb-Npfb-RhodB CH HS 6466 10853 v 
289 Npfb-Nphe-Npfb-Nphb-RhodB LH H HS 6467 10833 м 
290 Npfb-Nphe-Nphb-Nphe-RhodB EH HEH | 6474 1065.3 Y 
291 — Npfb-Nphe-Nphb-Npfb-RhodB | H H H ] 6476 10833 v 
292 Npfb-Nphe-Nphb-Nphb-RhodB LH Hg 6477 10813 v 
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2.1 Peptoidbibliotheken 


Peptoid Sequenz* Farb- Zahlen- MW?  Peptoid 
code code vor- 

handen* 

[g/mol] (У/х) 
292: Npfb-Npfb-Nphe-Nphe-Rhod® | H H H | 6644 10673 v 
294 Npfb-Npfb-Nphe-Npfb-Rhod® | H H H] 6646 10853. v 
205  Npf-Npfo-Nphe-Nphb-RhodB HH НГ 6647 10833 v 
206  Npf-Npi-Npt-Nphe-RhodB | H H H | 6664 10853 v 
297 Npfo-Npfe-Npfe-Npto-RhodB | H H H ] 6666 1033 v 
298 Npfb-Npfb-Npfb-Nphb-RhodB [H H 6667 поз v 
299 Npfb-Npfb-Nphb-Nphe-RhodB [H H H |6674 10833 v 
300 Npfb-Npfb-Nphb-Npfb-Rhodß® | H H H |6676 nos v 
301 Npfe-Npfo-Nphb-Nphb-RhodB | H H H 6677 1099,3 x 
302 Npfb-Nphb-Nphe-Nphe-RhodB m NEM 6744 1065,3 Y 
30з Npfb-Nphb-Nphe-Npib-Rhod® [HHH] 6746 10833 v 
304 Npfb-Nphb-Nphe-Nphb-RhodB_ [HPH HE 6747 10813 v 
305 ` Npfb-Nphb-Npfb-Nphe-RhodB_ [| HCH H _] 6764 10833 v 
306 Npfb-Nphb-Npib-Npfb-Rhodd | H H H] 6766 110126 v 
307 Npfo-Npfe-Npfo-phb-RhodB | H H 6767 10993 v 
308 Npfb-Nphb-Nphb-Nphe-Rhod® [HEHEH |6774 10513 v 
309 Npfb-Nphb-Nphb-Npfb-Rhods | H CH H |6776 10993 v 
310 Npf-Nphb-Nphb-Nphb-RhodB | HCH H ] 6777 10973 v 
311 Nphb-Nphe-Nphe-Nphe-RhodB | H H | 7444 1047,3 Y 
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2. Ergebnisse und Diskussion 


Peptoid Sequenz? Farb- Zahlen- MW?  Peptoid 
code code vor- 

handen* 

[g/mol] | (Y/X) 
312 Nphb-Nphe-Nphe-Npfb-RhodB WU HB 7446 1065,3 “ 
313 Nphb-Nphe-Nphe-Nphb-RhodB | H НЕ 7447 1063,3 Y 
314 Nphb-Nphe-Npfb-Nphe-RhodB | H HH ] 7464 10653 ~ 
315. — Nphb-Nphe-Npib-Npfb-RhodB EH HH] 7466 10833 v 
316 Nphb-Nphe-Npfb-Nphb-RhodB Em H HE 7467 1081,3 Y 
317 Nphb-Nphe-Nphb-Nphe-RhodB E NI | 7474 1063,3 У 
318 Nphb-Nphe-Nphb-Npfb-RhodB E mH! 7476 1081,3 м 
319 Nphb-Nphe-Nphb-Nphb-RhodB m HH 7477 1079,3 “ 
320 Nphb-Npfb-Nphe-Nphe-RhodB | H | 7644 1065,3 Y 
321 — Nphb-Npfo-Nphe-Npfb-RhodB | H H o] 7646 10833 ~ 
322 Nphb-Npfb-Nphe-Nphb-RhodB | | HE 7647 1081,3 V 
323 Nphb-Npfb-Npfb-Nphe-RhodB BEE] 7664 1083,3 Y 
324 Nphb-Npfb-Npfb-Npfb-RhodB WI UH! 7666 1101,3 V 
325 Nphb-Npfb-Npfb-Nphb-RhodB E| | ИНЕ 7667 1099,3 м 
326 Nphb-Npfb-Nphb-Nphe-RhodB | 1m | 7674 1081,3 Y 
327 Nphb-Npfb-Nphb-Npfb-RhodB Em NI! 7676 1099,3 м 
328 Nphb-Npfb-Nphb-Nphb-RhodB LH HHS 7677 1063,3 м 
329 Nphb-Nphb-Nphe-Nphe-RhodB EN | 7744 1097,3 “ 
330 Nphb-Nphb-Nphe-Npfb-RhodB EN]! 7746 1081,3 2 
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2.1 Peptoidbibliotheken 


Peptoid Sequenz* Farb- Zahlen- MW?  Peptoid 
code code vor- 
handen* 


[g/mol] (У/х) 


331 Nphb-Nphb-Nphe-Nphb-RhodB 7747 1079,3 Y 


332 Nphb-Nphb-Npfb-Nphe-RhodB 7764 1081,3 Y 
333 Nphb-Nphb-Npfb-Npfb-RhodB 7766 1099,3 Y 
334 Nphb-Nphb-Npfb-Nphb-RhodB 7767 1097,3 x 
335 Nphb-Nphb-Nphb-Nphe-RhodB 7774 1079,3 Y 
336 Nphb-Nphb-Nphb-Npfb-RhodB 7776 1097,3 Y 


337 _ Nphb-Nphb-Nphb-Nphb-RhodB 7777 10953 У 


*Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 21. 
^ MW, Molekulargewicht. 
° V Peptoid vorhanden, X Peptoid nicht vorhanden. 


2.1.3  Peptoidbibliothek 3 


Peptoidbibliothek 3 wurde ebenfalls wie die Peptoidbibliotheken 1 und 2 
aus 4 verschiedenen Aminseitenketten synthetisiert. Es wurde ein Mix aus 
den Seitenketten der Peptoidbibliotheken 1 und 2 verwendet, da hier einige 
Peptoide eine starke, antimikrobielle Aktivität zeigten. Ziel war es eine neue 
Peptoidbibliothek mit geringerer Toxizität, geringerer hämolytischer Aktivität 
und starker antimikrobieller Aktivität gegen gram-positive und gram-negative 
Bakterien zu erstellen. Dabei wurden für diese Peptoidbibliothek die Seiten- 
ketten N-(hexyl)glycin (Nhe), N(2prop2ynel-yl)glycin (Nprg), N-(4-chloro- 
benzyl)glycin, (Npcb) und (Nphb) verwendet. Die Strukturen der Seitenketten 
sind in Abbildung 16 zusammengestellt. Die Seitenkette Nhe ersetzt den nur 
schwach aktiven und schwer in der Synthese einsetzbaren Baustein Ntetradec 
und repräsentiert einen lipophilen Baustein, wodurch die Membrangängigkeit 
des Peptoids in Bakterien und humanen Zellen erhóht werden soll. Die Sei- 
tenkette Nprg wurde ausgewáhlt, um eine spátere Modifizierung und weitere 
Funktionalisierung des Peptoids noch nach der Abspaltung zu ermóglichen. 
Die Seitenkette Nphb ahmt die neutrale, polare Aminosáure Tyrosin nach. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 


Npcb aus Peptoidbibliothek 1 zeigte eine gute antimikrobielle Aktivitit und 
diente als Mimikry für chlorhaltige Antibiotika, wie Cefaclor, ein Cephalospo- 
rin der zweiten Generation (Sanders 1977). 


N 0 N 


Nhe Nprg Npcb Nphb 
N-(hexyl)glycin N-(2-prop-2-yn-1-yl)glycin N-(4-chlorbenzyl)glyein ^ N-(4-hydroxybenzyl)glycin 
Farbcode m Farbcode m Farbcode m Farbcode П] 
Zahlencode 8 Zahlencode 1 Zahlencode 2 Zahlencode 7 


Abbildung 16: Darstellung der Struktur, Abkiirzung, Strukturname, Farbcode und 
Zahlencode der verwendete Seitenketten in der Peptoidbibliothek 2.. Fiir die Synthese 
wurden die Seitenketten N-(hexyl)glycin (Nhe, Farbcode orange, Zahlencode 8), N-(2- 
prop-2-yne-1-yl)glycin (Nprg, Farbcode grün, Zahlencode 3), N(Achlorobenzyl)glycin, 
(Npcb, Farbcode grün, Zahlencode 3) und (Nphb, Farbcode rosa, Zahlencode 7) ver- 
wendet. 


Die halbpermutierte Peptoidbibliothek enthält 4°=64 Peptoide, die mittels der 
IRORI basierten Submonomermethode synthetisiert wurden. Alle Peptoide 
wurden mit Rhodamin B markiert, um die Lokalisation der Peptoide in Zellen 
analysieren zu kónnen. Nach der Fluoreszenzmarkierung wurden die Peptoide 
mit 95% TFA vom Harz abgespalten und mit MALDI identifiziert. Alle Pep- 
toide konnten identifiziert werden und wurden in Tabelle 2 zusammengestellt. 
Die Ausbeute nach Reinigung mittels HPLC betrug durchschnittlich 34%. 
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2.1 Peptoidbibliotheken 


Tabelle 2: Überblick über die Peptoidbibliothek 3. Peptoidnummer, Sequenz, Farb- 
code, Zahlencode, Molekulargewicht der jeweiligen Peptoide. Erfolgreich synthetisier- 
te und durch MALDI-TOF Massenspektrometrie identifizierte Peptoide sind mit einem 
Y markiert. Peptoide die nicht identifiziert werden konnten sind mit einem X markiert. 


Peptoid Sequenz? Farbcode Zahlen- MW?  Peptoid 
code vor- 
handen* 


[g/mol] (v/X) 


338 Nhe-Nprg-Nprg-Nprg-RhodB 8111 869,1 Y 


339 Nhe-Nprg-Nprg-Npcb-RhodB 8112 955,6 Y 
340 Nhe-Nprg-Nprg-Nhe-RhodB 8118 9152 Y 
341 Nhe-Nprg-Nprg-Nphb-RhodB 8117 9372 Y 
342 Nhe-Nprg-Npcb-Nprg-RhodB 8121 955,6 Y 
343 Nhe-Nprg-Npcb-Npcb-RhodB 8122 955,6 Y 
344 Nhe-Nprg-Npcb-Nhe-RhodB 8128 1001,7 Y 
345 Nhe-Nprg-Npcb-Nphb-RhodB 8127 1023,7 Y 
346 Nhe-Nprg-Nhe-Nprg-RhodB 8181 9152 Y 
347 Nhe-Nprg-Nhe-Npcb-RhodB 8182 1001,7 Y 
348 Nhe-Nprg-Nhe-Nhe-RhodB 8188 951,3 Y 
349 Nhe-Nprg-Nhe-Nphb-RhodB 8187 9833 Y 
350 Nhe-Nprg-Nphb-Nprg-RhodB 8171 937,7 Y 
351 Nhe-Nprg-Nphb-Npcb-RhodB 8172 1023,7 Y 
352 Nhe-Nprg-Nphb-Nhe-RhodB 8178 983,3 “ 
353 Nhe-Nprg-Nphb-Nphb-RhodB 8177 1005,3 Y 


8211 955,6 Y 


354 Nhe-Npcb-Nprg-Nprg-RhodB 


4 


2. Ergebnisse und Diskussion 


Peptoid Sequenz* Farbcode Zahlen- MW?  Peptoid 
code vor- 

handen* 

[g/mol] (“/x) 
355 Nhe-Npcb-Nprg-Npcb-RhodB m uM | 8212 955,6 “ 
36 Nhe-Npcb-Nprg-Nhe-RhodB — HHAH 8218 oz v 
357 Nhe-Npcb-Nprg-Nphb-RhodB ЕНЕ! H | 8217 1023,7 “ 
358 Nhe-Npcb-Npcb-Nprg-RhodB БЕВ | 8221 955,6 Y 
359 Nhe-Npcb-Npcb-Npcb-RhodB LH H H |] 8222 1128,7 Y 
360 — Nhe-Npeb-Npcb-Nhe-RhodB — {ШИ р 13228 10883 — v 
361 Nhe-Npcb-Npcb-Nphb-RhodB Fil OS] 5227 11102 v 
362 Nhe-Npcb-Nhe-Nprg-RhodB L HEH H | 8281 1001,7 Y 
36з Mhe-Npcb-Nhe-Npcb-RhodB — [HER 8282 108893 — v 
364 Nhe-Npeb-Nhe-Nhe-RhodB ` EHHH $288 1478 — v 
365 Nhe-Npcb-Nhe-Nphb-RhodB m. mE 8287 1069,8 “ 
366 Nhe-Npcb-Nphb-Nprg-RhodB [PHH H 8271 1233. v 
367  Nhe-Npcb-Nphb-Npcb-RhodB ЩЩ 8 8272 1102 v 
368 Mhe-Npeb-Nphb-Nhe-RhodB [HBHH |8278 wen — v 
369 Nhe-Npcb-Nphb-Nphb-RhodB ЕНЕ H | 8277 1091,8 “ 
370 Nhe-Nhe-Nprg-Nprg-RhodB EH! 8811 9152 “ 
371 Nhe-Nhe-Nprg-Npcb-RhodB DHH | 8812 1001,7 “ 
372 Nhe-Nhe-Nprg-Nhe-RhodB ШЕТ | 8818 951,3 “ 
373 Nhe-Nhe-Nprg-Nphb-RhodB ги H 8817 983,3 V 
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2.1 Peptoidbibliotheken 


Peptoid Sequenz* Farbcode Zahlen- MW?  Peptoid 
code vor- 
handen* 


[g/mol] (v/X) 


374 Nhe-Nhe-Npcb-Nprg-RhodB 8821 1001,7 Y 


375 Nhe-Nhe-Npcb-Npcb-RhodB 8822 1088,3 Y 
376 Nhe-Nhe-Npcb-Nhe-RhodB 8828 1047,8 Y 


377 Nhe-Nhe-Npcb-Nphb-RhodB 8827 1069,8 Y 


378 Nhe-Nhe-Nhe-Nprg-RhodB 8881 951,3 Y 
379 Nhe-Nhe-Nhe-Npcb-RhodB 8882 1047,8 Y 
380 Nhe-Nhe-Nhe-Nhe-RhodB 8888 1007,4 Y 
381 Nhe-Nhe-Nhe-Nphb-RhodB 8887 1029,4 Y 


382 Nhe-Nhe-Nphb-Nprg-RhodB 8871 9833 V 


383 Nhe-Nhe-Nphb-Npcb-RhodB 8872 1069,8 Y 
384 Nhe-Nhe-Nphb-Nhe-RhodB 8878 10294 Y 
385 Nhe-Nhe-Nphb-Nphb-RhodB 8877 1051,4 Y 
386 Nhe-Nphb-Nprg-Nprg-RhodB 8711 9372 Y 
387 Nhe-Nphb-Nprg-Npcb-RhodB 8712 1023,7 Y 
388 Nhe-Nphb-Nprg-Nhe-RhodB 8718 983,3 Y 
389 Nhe-Nphb-Nprg-Nphb-RhodB 8717 1005,3 Y 
390 Nhe-Nphb-Npcb-Nprg-RhodB 8721 1023,7 Y 


39] Nhe-Nphb-Npcb-Npcb-RhodB 8722 1110,2 Y 


392 Nhe-Nphb-Npcb-Nhe-RhodB 8728 1069,8 Y 
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2. Ergebnisse und Diskussion 


Peptoid Sequenz* Farbcode Zahlen- MW’  Peptoid 
code vor- 

handen* 

[g/mol] (“/x) 
393 Nhe-Nphb-Npcb-Nphb-RhodB ЕН НШІ | 8727 1091,8 2 
394 Nhe-Nphb-Nhe-Nprg-RhodB CH HEH | 8781 983,3 У 
395 Nhe-Nphb-Nhe-Npcb-RhodB mH m 8782 1069,8 Y 
396 Nhe-Nphb-Nhe-Nhe-RhodB ШІН 8788 1029,4 Y 
397 Nhe-Nphb-Nhe-Nphb-RhodB EHI! 8787 1051,4 2 
398 Nhe-Nphb-Nphb-Nprg-RhodB ШІН? | 8771 1005,3 м 
399 Nhe-Nphb-Nphb-Npcb-RhodB EI 8772 1091,8 2 
400 Nhe-Nphb-Nphb-Nhe-RhodB | H HE 8778 1051.4 Y 
401 Nhe-Nphb-Nphb-Nphb-RhodB [LH KE] 8777 1073,3 Y 


з Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 21. 


° MW, Molekulargewicht. 
° V Peptoid vorhanden, X Peptoid nicht vorhanden. 


2.1.4 


Peptoid Oktamere 


Die Peptoidbibliothek Oktamere setzt sich aus Verdoppelungen einer Auswahl 
an Peptoiden aus Peptoidbibliothek 1 zusammen. Die Peptoidbibliothek Okta- 
mere besteht aus 16 Peptoiden, die mit der IRORI basierten Submonomerme- 
thode in Minireaktoren synthetisiert wurden. Alle Peptoide wurden mit Rhod- 
amin B markiert, um die Lokalisation der Peptoide in Zellen analysieren zu 
kónnen. Nach Fluoreszenzmarkierung wurden die Peptoide mit 95% TFA vom 
Harz abgespalten und mit MALDI identifiziert. Alle Peptoide konnten iden- 
tifiziert werden und sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Die Ausbeute nach 
Reinigung mittels HPLC betrug zwischen 20 und 61%. 
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2.1 Peptoidbibliotheken 


Tabelle 3: Überblick über die Peptoidbibliothek Oktamere. Peptoidnummer, Sequenz, 
Farbcode, Zahlencode, Molekulargewicht der jeweiligen Peptoide. Erfolgreich synthe- 
tisierte und durch MALDITOF Massenspektrometrie identifizierte Peptoide sind mit 
einem v markiert. Peptoide die nicht identifiziert werden konnten sind mit einem x 
markiert. 


Peptoid Sequenz/Farbcode* Zahlencode MW?  Peptoid 
vorhanden* 


[g/mol] (У/х) 


Nprg-Nprg-Npcb-Nphe-Nprg-Nprg-Npcb-Nphe 


Nprg-Nphe-Npcb-Npcs-Nprg-Nphe-Npcb-Npcb 
Npcb-Nprg-Npcb-Nphe-Npcb-Nprg-Npcb-Nphe 
Npcb-Nprg-Nphe-Nprg-Npcb-Nprg-Nphe-Nprg 
Npcb-Npcb-Nprg-Nprg-Npcb-Npcb-Nprg-Nprg 
Npcb-Npcb-Nprg-Npcb-Npcb-Npcb-Nprg-Npcb 
Npcb-Npcb-Nlys-Nphe-Npcb-Npcb-Nlys-Nphe 
Npcb-Npcb-Nlys-Nprg-Npcb-Npcb-Nlys-Nprg 
Npcb-Nphe-Npcb-Nphe-Npcb-Nphe-Npcb-Nphe 
Npcb-Nphe-Nlys-Npcb-Npcb-Nphe-Nlys-Npcb 
Npcb-Nphe-Nphe-Nphe-Npcb-Nphe-Nphe-Nphe 
Nphe-Nprg-Nprg-Nphe-Nphe-Nprg-Nprg-Nphe 
413 41144114 1411,69 Y 
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2. Ergebnisse und Diskussion 


Peptoid Sequenz/Farbcode* Zahlencode MW?  Peptoid 
vorhanden‘ 


[g/mol] (“/x) 


Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb 


ШЕП CC CC "UU UU 7 


Nphe-Nprg-Npcb-Nphe-Nphe-Nprg-Npcb-Nphe 


Nphe-Npcb-Npcb-Nphe-Nphe-Npcb-Npcb-Nphe 


Nphe-Nphe-Npcb-Npcb-Nphe-Nphe-Npcb-Npcb 


* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 21 
^ MW, Molekulargewicht 
° У Peptoid vorhanden, X Peptoid nicht vorhanden 


2.1.5  Peptoid Pentamer, Nonamere, Undekamere und 
Dodekamere 


Die Peptoidbibliothek Pentamer, Nonamere, Undekamere und Dodekamere 
besteht aus einem Pentamer, 2 Nonameren, 1 Undekamer und 3 Dodekameren. 
Dabei handelt es sich bei den Dodekameren 422 und 423 um Verdreifachung 
der antimikrobielle aktiven Tetramere 198 und 200 aus Peptoidbibliothek 1. 
Die Peptoide 418, 419, 420, 421 und 424 sind Peptoide aus dem Labor von 
Dr. Annelise Barron (Stanford University, USA). Für diese Peptoidbibliothek 
wurden die Seitenketten N(2prop2yne-1-yl)glycin (Nprg,), N-(4-chlorobenzyl) 
glycin (Npcb), (N(4aminobutyl)glycin (Nlys), N(benzyl)glycine (Nphe), N(S) 
(1phenylethyDglycin (Nspe), N-(1-methylpropyl)glycin (Nile), N(tridecyl)gly- 
cin (Ntridec) und N-(2-indolethyl)glycin (Ntrp) verwendet. Die Strukturen der 
Seitenketten sind in Abbildung 17 dargestellt. Das Amin Nspe repräsentiert die 
unpolare, hydrophobe Aminosáure Phenylalanin. Im Gegensatz zu Nphe ist 
Nspe chiral und bietet dadurch die Móglichkeit der Ausbildung einer Sekundar- 
struktur des Peptoids. Die Seitenkette Ntrp ahmt die unpolare und hydrophobe 
Aminosäure Tryptophan nach. Npcb aus Peptoidbibliothek 1 zeigte eine gute 
antimikrobielle Aktivität und dient als Mimikry für chlorhaltige Antibiotika. 
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2.1 Peptoidbibliotheken 


N Q 


Nprg Npcb NLys Nphe 
N-(2-prop-2-yn-1-yDglycin N-(4-chlorbenzyl)glycin N-(4-aminobutyl)glycin N-(benzyl)glycin 


Farbcode Е Farbcode m Farbcode L] Farbcode m 


Zahlencode 1 Zahlencode 2 Zahlencode 3 Zahlencode 4 
Jp Š 
HN 
Nspe Nile Ntridec Ntrp 
N-(S)-(1-phenylethyl)glycin N-(1-methylpropyl)glyein N-(tridecyl)glycin N-(2-indolethyl)glyein 
Farbcode Farbcode a Farbcode Farbcode 


Abbildung 17: Darstellung der Struktur, Abkürzung, Strukturname, Farbcode und 
Zahlencode der verwendete Seitenketten in der Peptoidbibliothek Pentamer, Nonamer, 
Undekamer und Dodekamer. Für die Synthese wurden die Seitenketten N-(2-prop- 
2-yne-l-yl)glycin (Nprg, Farbcode grün, Zahlencode 1), N-(4-chlorobenzyl)glycin 
(Npcb, Farbcode grün, Zahlencode 2), (N-(4-aminobutyl)glycin (Nlys, Farbcode blau, 
Zahlencode 3), N(benzyl)glycine (Nphe, Farbcode gelb, Zahlencode 4), N-(S)-(1-phe- 
nylethyl)glycin (Nspe, Farbcode gelb schraffiert, Zahlencode 9), N-(1-methylpropyl) 
glycin (Nile, Farbcode grün schraffiert, Zahlencode 10), M(tridecyl)glycin (Mtridec, 
Farbcode blau schraffiert, Zahlencode 11) und N-(2-indolethyl)glycin (Ntrp Farbcode 
rot schraffiert, Zahlencode 12) verwendet. 


Die Peptoidbibliothek aus Multimeren enthált 7 Peptoide, die mittels der Sub- 
monomermethode mit einem vollautomatischen Peptoidsynthesizer syntheti- 
siert wurden. Die Peptoide wurden mit 95% TFA vom Harz abgespalten und 
mit MALDI identifiziert. Alle Peptoide konnten identifiziert werden und sind 
in Tabelle 4 zusammengestellt. Diese Peptoidbibliothek wurde nicht Fluo- 
reszenz markiert. Die Ausbeute nach Reinigung mittels HPLC betrug durch- 
schnittlich 36%. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 


Tabelle 4: Überblick über die Peptoidbibliothek Pentamer, Nonamere, Undekamer, 
Dodekamere. Peptoidnummer, Sequenz, Farbcode, Zahlencode, Molekulargewicht der 
jeweiligen Peptoide. Erfolgreich synthetisierte und durch MALDI-TOF Massenspekt- 
rometrie identifizierte Peptoide sind mit einem Y markiert. Peptoide die nicht identi- 
fiziert werden konnten sind mit einem X markiert. 


Nr. Sequenz/ Farbcode* Zahlen MW?  Peptoid 
code vor- 
handen* 


[g/mol] (v/x) 


Pentamer 
418 H-Ntridec-NLys-Nspe-Nspe-NLys-NH, 113993 5835,19 “ 
Хопатеге 
419  H-Nlys-Nlys-Nlys-Nlys-Ntrp-Ntrp-Ntrp-Ntrp-Nile-NH, 3 3 3 3 12 12 1443,86 2 
121210 
420  H-Nlys-Ntrp-Nlys-Nlys-Ntrp-Ntrp-Nlys-Ntrp-Nphe-NH, 31233 12 1477,87 2 
CHSNCHCESHERC RES À 123124 
Undekamere 
421 H-(NLys-Nspe-Nspe),-NLys-Nspe NH, (399),39 1658,16 “ 
Rass 
Dodekamere 
422 H-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-Nphe-Nprg- 4122412 1833,58 “ 
Npcb-Npcb-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-NH, 24122 
423 H-Nphe-Nprg-Nprg-Nphe-Nphe-Nprg- 4124412 1730,25 “ 
Nprg-Nphe-Nphe-Nprg-Nprg-NH, 44124 
424 H-(NLys-Nspe-Nspe),-NH, 3993993 1819,36 “ 
J 99399 
4 


* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 21. 
^ MW, Molekulargewicht. 
* Y Peptoid vorhanden, X Peptoid nicht vorhanden. 
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2.2 Antimikrobielle Aktivität gegen Staphylococcus aureus 


2.2 Antimikrobielle Aktivität gegen 
Staphylococcus aureus 


Wie in Kapitel 1.1.1 beschrieben verlieren konservative Antibiotika aufgrund 
von Resistenzbildungen sukzessive ihre Effektivitát gegen viele Pathogene. 
Aufgrund dieser Abwärtsspirale muss eine Alternative zu herkömmlichen 
Therapien entwickelt werden. Peptoide stellen aufgrund ihrer Eigenschaften, 
wie u.a. die erhöhte Bioverfügbarkeit und Biostabilität eine mögliche Lösung 
der Problematik dar. Daher wurden Peptoidbibliotheken (siehe Kapitel 2.1) 
erstellt, um die antimikrobiellen Eigenschaften zu untersuchen. Alle Peptoid- 
bibliotheken wurden auf die antimikrobielle Aktivität gegen das gram-positive 
Bakterium S. aureus ATCC 29737 untersucht. 


2.2.1  Antimikrobielle Aktivität der Peptoidbibliothek 1 
gegen Staphylococcus aureus 


In Peptoidbibliothek 1 konnten 234 Peptoide erfolgreich synthetisiert werden 
(siehe Kapitel 2.1.1) und wurden auf ihre antimikrobielle Aktivitát gegen den 
gram-positiven Erreger S. aureus ATCC 29737 überprüft. Dafür wurden Bak- 
terienkulturen mit dem jeweiligen Peptoid behandelt und anschließend wurde 
die optische Dichte (OD) bei 600 nm gemessen. Aus den gemessenen Werten 
wurde die minimale Hemmkonzentration (MHK) ermittelt. Dabei entspricht 
der MHK,, Wert der Konzentration bei der im Vergleich zur Kontrolle 90% 
weniger Wachstum stattgefunden hat. Die antimikrobielle Aktivitát ist in Ta- 
belle 5 dargestellt. 


Tabelle 5: Peptoidnummer, Sequenz, Molekulargewicht und antimikrobielle Aktivitát 
gegen S. aureus ATCC 29737 der Peptoide in Peptoidbibliothek 1. 


Peptoid Sequenz: MW? МНК, 
S. aureus 
ATCC 29737 
[g/mol] [uM] [ug/ml] 
1 Nprg-Nprg-Nprg-Nprg 822,5 >200 >164,5 
2 Nprg-Nprg-Nprg-Npcb 908,5 мр“ ND 
3 Nprg-Nprg-Nprg-Nlys 855,6 >200 >171,1 
4 Nprg-Nprg-Nprg-Nphe 874,5 >200 >174,9 
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2. Ergebnisse und Diskussion 
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Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
5. аиғеиѕ 
АТСС 29737 
[g/mol] [uM] [ng/ml] 
5 Nprg-Nprg-Npcb-Nprg 908,5 50 45,4 
6 Nprg-Nprg-Npcb-Npcb 994.4 100 99,4 
Т Nprg-Nprg-Npcb-Nlys 941,5 ND ND 
8 Nprg-Nprg-Npcb-Nphe 960,5 25 24 
9 Nprg-Nprg-Nlys-Nprg 855,6 2200 2171, 
10 Nprg-Nprg-Nlys-Npcb 941,5 2200 >188,3 
11 Nprg-Nprg-Nlys-Nlys 888,6 >200 >177,7 
12 Nprg-Nprg-Nlys-Nphe 907,6 >200 >181,5 
13 Nprg-Nprg-Nphe-Nprg 874,5 >200 >174,9 
14 Nprg-Nprg-Nphe-Npcb 960,5 50 48 
15 Nprg-Nprg-Nphe-Nlys 907,6 >200 >181,4 
16 Nprg-Nprg-Nphe-Nphe 926,6 ND ND 
17 Nprg-Npcb-Nprg-Nprg 908,5 100 90,9 
18 Nprg-Npcb-Nprg-Npcb 994.5 100 99,4 
19 Nprg-Npcb-Nprg-Nlys 941,5 200 188,3 
20 Nprg-Npcb-Nprg-Nphe 960,5 50 48,0 
21 Nprg-Npcb-Npcb-Nprg 994.5 100 99,4 
22 Nprg-Npcb-Npcb-Npcb 1080,5 50 54,0 
23 Nprg-Npcb-Npcb-Nlys 1029,5 2200 >205,9 
24 Nprg-Npcb-Npcb-Nphe 1046,5 200 209,3 
25 Nprg-Npcb-Nlys-Nprg 941,5 2200 >188,3 
26 Nprg-Npcb-Nlys-Npcb 1027,5 2200 >205,5 
27 Nprg-Npcb-Nlys-Nlys 974,6 2200 >194,9 
28 Nprg-Npcb-Nlys-Nphe 993.6 2200 >198,7 
29 Nprg-Npcb-Nphe-Nprg 960,5 200 192,1 
30 Nprg-Npcb-Nphe-Npcb 1046,5 200 209,3 
31 Nprg-Npcb-Nphe-Nlys 993.6 2200 >198,7 
32 Nprg-Npcb-Nphe-Nphe 1012,5 ND ND 


2.2 Antimikrobielle Aktivität gegen Staphylococcus aureus 


Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
5. aureus 
АТСС 29737 
[g/mol] [uM] [ng/ml] 
33 Nprg-Nlys-Nprg-Nprg 855,5 2200 2171, 
34 Nprg-Nlys-Nprg-Npcb 941,5 ND ND 
35 Nprg-Nlys-Nprg-Nlys 888,6 2200 >177,6 
36 Nprg-Nlys-Nprg-Nphe 907.6 2200 >181,5 
37 Nprg-Nlys-Npcb-Nprg 941,53 200 188,3 
38 Nprg-Nlys-Npcb-Npcb 1027,5 50 51,4 
39 Nprg-Nlys-Npcb-Nlys 974.6 2200 >194,9 
40 Nprg-Nlys-Npcb-Nphe 993,6 100 99,4 
41 Nprg-Nlys-Nlys-Nprg 888,6 2200 >177,7 
42 Nprg-Nlys-Nlys-Npcb 974,6 >200 >194,9 
43 Nprg-Nlys-Nlys-Nlys 921,6 ND ND 
44 Nprg-Nlys-Nlys-Nphe 940,6 7200 7188,1 
45 Nprg-Nlys-Nphe-Nprg 907.6 7200 >181,5 
46 Nprg-Nlys-Nphe-Npcb 993,6 2200 >198,7 
47 Nprg-Nlys-Nphe-Nlys 940,6 2200 7188,1 
48 Nprg-Nlys-Nphe-Nphe 959,6 7200 191,9 
49 Nprg-Nphe-Nprg-Nprg 874,5 2200 >174,9 
50 Nprg-Nphe-Nprg-Npcb 960,5 50 48 
51 Nprg-Nphe-Nprg-Nlys 907.6 7200 >181,5 
52 Nprg-Nphe-Nprg-Nphe 926.6 100 92,7 
53 Nprg-Nphe-Npcb-Nprg 960,5 ND ND 
54 Nprg-Nphe-Npcb-Npcb 1046,5 6,3 6,54 
25 Nprg-Nphe-Npcb-Nlys 993,6 2200 7198,6 
56 Nprg-Nphe-Npcb-Nphe 1012,5 7200 >202,5 
27 Nprg-Nphe-Nlys-Nprg 907.6 ND ND 
58 Nprg-Nphe-Nlys-Npcb 993,6 7200 >198,7 
59 Nprg-Nphe-Nlys-Nlys 940,6 7200 7188,1 
60 Nprg-Nphe-Nlys-Nphe 959,6 7200 >191,9 
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Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
S. aureus 
ATCC 29737 
[g/mol] [uM] [ng/ml] 

61 Nprg-Nphe-Nphe-Nprg 926,6 100 92,7 
62 Nprg-Nphe-Nphe-Npcb 1012,5 100 101,3 
63 Nprg-Nphe-Nphe-Nlys 959,6 >200 >191,9 
64 Nprg-Nphe-Nphe-Nphe 978,6 100 97,86 
65 Npcb-Nprg-Nprg-Nprg 908,5 200 181,7 
66 Npcb-Nprg-Nprg-Npcb 994.5 50 49.7 
67 Npcb-Nprg-Nprg-Nlys 941,5 2200 >188,3 
68 Npcb-Nprg-Nprg-Nphe 960,5 100 96 
69 Npcb-Nprg-Npcb-Nprg 994,5 100 99,5 
70 Npcb-Nprg-Npcb-Npcb 1080,5 50 54 
71 Npcb-Nprg-Npcb-Nlys 1027,5 100 102,8 
72 Npeb-Nprg-Npcb-Nphe 1046,5 6,3 6,5 
13 Npcb-Nprg-Nlys-Nprg 941,5 >200 >188,3 
74 Npcb-Nprg-Nlys-Npcb 1027,5 2200 >205,5 
75 Npcb-Nprg-Nlys-Nlys 974,6 2200 >194,9 
76 Npcb-Nprg-Nlys-Nphe 993.6 200 198,7 
TI Npcb-Nprg-Nphe-Nprg 960,5 25 24 
78 Npcb-Nprg-Nphe-Npcb 1046,5 ND ND 
79 Npcb-Nprg-Nphe-Nlys 993,6 2200  »198,7 
80 Npcb-Nprg-Nphe-Nphe 1012,5 100 101,3 
81 Npcb-Npcb-Nprg-Nprg 994.5 25 24,9 
82 Npcb-Npcb-Nprg-Npcb 1080,5 12,5 13,5 
83 Npcb-Npcb-Nprg-Nlys 1027,5 ND ND 
84 Npcb-Npcb-Nprg-Nphe 1046,5 50 52,3 
85 Npcb-Npcb-Npcb-Nprg 1080,5 100 108 
86 Npcb-Npcb-Npcb-Npcb 1166,5 100 116,7 
87 Npcb-Npcb-Npcb-Nlys 1113,5 100 111,4 
88 Npcb-Npcb-Npcb-Nphe 1132,5 100 113,3 


2.2 Antimikrobielle Aktivität gegen Staphylococcus aureus 


Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
5. aureus 
АТСС 29737 
[g/mol] [uM] [ng/ml] 

89 Npcb-Npcb-Nlys-Nprg 1027,5 100 102,8 
90 Npcb-Npcb-Nlys-Npcb 1113,5 100 111,4 
91 Npcb-Npcb-Nlys-Nlys 1060,6 ND ND 
92 Npcb-Npcb-Nlys-Nphe 1079.6 25 27 
93 Npcb-Npcb-Nphe-Nprg 1046,5 25 26,2 
94 Npcb-Npcb-Nphe-Npcb 1132,5 100 113,25 
95 Npcb-Npcb-Nphe-Nlys 1079,5 >200 >215,9 
96 Npcb-Npcb-Nphe-Nphe 1098,5 100 109,9 
97 Npcb-Nlys-Nprg-Nprg 941,5 ND ND 
98 Npcb-Nlys-Nprg-Npcb 1027,5 7200 >205,4 
99 Npcb-Nlys-Nprg-Nlys 974.6 2200 >194,9 
100 Npcb-Nlys-Nprg-Nphe 993,6 7200 >198,7 
101 Npcb-Nlys-Npcb-Nprg 1027,5 100 102,8 
102 Npcb-Nlys-Npcb-Npcb 1113,5 50 55,7 
103 Npcb-Nlys-Npcb-Nlys 1060,6 100 106 
104 Npcb-Nlys-Npcb-Nphe 1079,6 100 108 
105 Npcb-Nlys-Nlys-Nprg 974.6 200 194,9 
106 Npcb-Nlys-Nlys-Npcb 1060,6 200 212,1 
107 Npcb-Nlys-Nlys-Nlys 1007,6 7200 >201,4 
108 Npcb-Nlys-Nlys-Nphe 1026,6 ND ND 
109 Npcb-Nlys-Nphe-Nprg 993.6 200 198,7 
110 Npcb-Nlys-Nphe-Npcb 1079.6 100 108 
111 Npcb-Nlys-Nphe-Nlys 1026,6 2200 2205,32 
112 Npcb-Nlys-Nphe-Nphe 1045,6 50 52,3 
113 Npcb-Nphe-Nprg-Nprg 960,5 100 96 
114 Npcb-Nphe-Nprg-Npcb 1046,5 50 52,3 
115 Npcb-Nphe-Nprg-Nlys 993.6 100 99.4 
116 Npcb-Nphe-Nprg-Nphe 1012,5 100 101,3 
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Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
5. аиғеиѕ 
АТСС 29737 
[g/mol] [nM] [ng/ml] 
117 Npcb-Nphe-Npcb-Nprg 1046,5 2200 >209,3 
118 Npcb-Nphe-Npcb-Npcb 1132,5 50 56,6 
119 Npcb-Nphe-Npcb-Nlys 1079,6 100 108 
120 Npcb-Nphe-Npcb-Nphe 1098,5 25/50 55/27 
121 Npcb-Nphe-Nlys-Nprg 993.5 2200 >198,7 
122 Npcb-Nphe-Nlys-Npcb 1079,6 25 27 
123 Npcb-Nphe-Nlys-Nlys 1026,6 2200 >205,2 
124 Npcb-Nphe-Nlys-Nphe 1045,6 100 104,6 
125 Npcb-Nphe-Nphe-Nprg 1012,5 100 101,3 
126 Npcb-Nphe-Nphe-Npcb 1098,5 100 109,9 
127 Npcb-Nphe-Nphe-Nlys 1045,6 2200 2209.1 
128 Npcb-Nphe-Nphe-Nphe 1064,6 25 26,6 
129 Nlys-Nprg-Nprg-Nprg 855,5 2200 >171,1 
130 Nlys-Nprg-Nprg-Npcb 941,5 2200 >188,3 
131 Nlys-Nprg-Nprg-Nlys 888,6 2200 >177,7 
132 Nlys-Nprg-Nprg-Nphe 907,6 >200 >181,5 
133 Nlys-Nprg-Npcb-Nprg 941,5 2200 >188,3 
134 Nlys-Nprg-Npcb-Npcb 1027,5 ND ND 
135 Nlys-Nprg-Npcb-Nlys 974.6 2200 >194,9 
136 Nlys-Nprg-Npcb-Nphe 993.6 200 198,7 
137 Nlys-Nprg-Nlys-Nprg 888,6 2200 >177,7 
138 Nlys-Nprg-Nlys-Npcb 974.6 2200 >194,9 
139 Nlys-Nprg-Nlys-Nlys 921,6 2200 >184,3 
140 Nlys-Nprg-Nlys-Nphe 940,6 2200 >188,7 
141 Nlys-Nprg-Nphe-Nprg 907,6 >200 >181,5 
142 Nlys-Nprg-Nphe-Npcb 993.6 2200 198,7 
143 Nlys-Nprg-Nphe-Nlys 940,6 ND ND 
144 Nlys-Nprg-Nphe-Nphe 959,6 200 191,9 


2.2 Antimikrobielle Aktivität gegen Staphylococcus aureus 


Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
5. aureus 
АТСС 29737 
[g/mol] [uM] [ng/ml] 
145 Nlys-Npcb-Nprg-Nprg 941,5 200 188,3 
146 Nlys-Npcb-Nprg-Npcb 1027,5 50 51,4 
147 Nlys-Npcb-Nprg-Nlys 974.6 2200 >194,9 
148 Nlys-Npcb-Nprg-Nphe 993.6 50 49.7 
149 Nlys-Npcb-Npcb-Nprg 1027,5 100 102,8 
150 Nlys-Npcb-Npcb-Npcb 1113,5 50 55,7 
151 Nlys-Npcb-Npcb-Nlys 1060,6 200 212,1 
152 Nlys-Npcb-Npcb-Nphe 1079,5 50 54 
153 Nlys-Npcb-Nlys-Nprg 974.6 7200 >194,9 
154 Nlys-Npcb-Nlys-Npcb 1060,5 2200 >212,1 
155 Nlys-Npcb-Nlys-Nlys 1007,6 7200 >201,5 
156 Nlys-Npcb-Nlys-Nphe 1026,6 200 205,3 
157 Nlys-Npcb-Nphe-Nprg 993.6 200 198,7 
158 Nlys-Npcb-Nphe-Npcb 1079,6 100 108 
159 Nlys-Npcb-Nphe-Nlys 1026,6 7200 >205,3 
160 Nlys-Npcb-Nphe-Nphe 1045,6 200 209,1 
161 Nlys-Nlys-Nprg-Nprg 888,6 2200 >177,7 
162 Nlys-Nlys-Nprg-Npcb 997.5 200 199,5 
163 Nlys-Nlys-Nprg-Nlys 921,6 7200 21842 
164 Nlys-Nlys-Nprg-Nphe 940,6 ND ND 
165 Nlys-Nlys-Npcb-Nprg 974,6 >200 >194,9 
166 Nlys-Nlys-Npcb-Npcb 1060,57 100 107 
167 Nlys-Nlys-Npcb-Nlys 1007,6 2200 >201,5 
168 Nlys-Nlys-Npcb-Nphe 1026,6 7200 >205,3 
169 Nlys-Nlys-Nlys-Nprg 921,6 2200 >184,3 
170 Nlys-Nlys-Nlys-Npcb 1007,6 7200 >201,5 
171 Nlys-Nlys-Nlys-Nlys 954.7 2200 >190,9 
172 Nlys-Nlys-Nlys-Nphe 973.7 2200 >194,7 
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Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
S. aureus 
ATCC 29737 
[g/mol] [uM] [ng/ml] 

173 Nlys-Nlys-Nphe-Nprg 940,6 ND ND 
174 Nlys-Nlys-Nphe-Npcb 1026,6 200 205,3 
175 Nlys-Nlys-Nphe-Nlys 973.7 2200 194,7 
176 Nlys-Nlys-Nphe-Nphe 992.7 2200 >198,5 
177 Nlys-Nphe-Nprg-Nprg 907,6 2200 >181,5 
178 Nlys-Nphe-Nprg-Npcb 993.6 200 198,7 
179 Nlys-Nphe-Nprg-Nlys 940,6 2200 >188,1 
180 Nlys-Nphe-Nprg-Nphe 959,6 200 191,9 
181 Nlys-Nphe-Npcb-Nprg 993.6 50 49.7 
182 Nlys-Nphe-Npcb-Npcb 1079,6 50 46.3 
183 Nlys-Nphe-Npcb-Nlys 1026,6 2200 >205,3 
184 Nlys-Nphe-Npcb-Nphe 1045,6 100 104,5 
185 Nlys-Nphe-Nlys-Nprg 940,6 ND ND 
186 Nlys-Nphe-Nlys-Npcb 1026,6 2200 >205,3 
187 Nlys-Nphe-Nlys-Nlys 973.7 2200 194,7 
188 Nlys-Nphe-Nlys-Nphe 992.7 2200 >198,5 
189 Nlys-Nphe-Nphe-Nprg 959,6 200 191,9 
190 Nlys-Nphe-Nphe-Npcb 1045,6 50 52,3 
191 Nlys-Nphe-Nphe-Nlys 992.7 2200 >198,5 
192 Nlys-Nphe-Nphe-Nphe 1011,6 200 202,3 
193 Nphe-Nprg-Nprg-Nprg 874,5 200 174,9 
194 Nphe-Nprg-Nprg-Npcb 960,5 100 96 
195 Nphe-Nprg-Nprg-Nlys 907,6 >200 >181,5 
196 Nphe-Nprg-Nprg-Nphe 926,6 25 23,2 
197 Nphe-Nprg-Npcb-Nprg 960,5 50 48 
198 Nphe-Nprg-Npcb-Npcb 1046,5 6,3 6,5 
199 Nphe-Nprg-Npcb-Nlys 993.6 200 198,7 
200 Nphe-Nprg-Npcb-Nphe 1012,6 6,3 6,3 


2.2 Antimikrobielle Aktivität gegen Staphylococcus aureus 


Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
5. aureus 
АТСС 29737 
[g/mol] [uM] [ng/ml] 

201 Nphe-Nprg-Nlys-Nprg 907.6 200 181,5 
202 Nphe-Nprg-Nlys-Npcb 993.6 200 198,7 
203 Nphe-Nprg-Nlys-Nlys 940,6 2200 >188,1 
204 Nphe-Nprg-Nlys-Nphe 959,6 200 191,9 
205 Nphe-Nprg-Nphe-Nprg 926,6 100 92,7 
206 Nphe-Nprg-Nphe-Npcb 1012,5 100 101,3 
207 Nphe-Nprg-Nphe-Nlys 959.6 2200 2191.9 
208 Nphe-Nprg-Nphe-Nphe 978.6 50 48,9 
209 Nphe-Npcb-Nprg-Nprg 960,5 ND ND 
210 Nphe-Npcb-Nprg-Npcb 1046,5 50 52,3 
211 Nphe-Npcb-Nprg-Nlys 993,6 200 198,7 
212 Nphe-Npcb-Nprg-Nphe 1012,5 100 101,3 
213 Nphe-Npcb-Npcb-Nprg 1046,5 ND ND 
214 Nphe-Npcb-Npcb-Npcb 1132,5 100 113,2 
215 Nphe-Npcb-Npcb-Nlys 1079.6 100 108 
216 Nphe-Npcb-Npcb-Nphe 1098,5 25 27,5 
217 Nphe-Npcb-Nlys-Nprg 993.6 200 198,7 
218 Nphe-Npcb-Nlys-Npcb 1079.6 100 108 
219 Nphe-Npcb-Nlys-Nlys 1026,6 7200 >205,3 
220 Nphe-Npcb-Nlys-Nphe 1045,6 100 104,6 
221 Nphe-Npcb-Nphe-Nprg 1012,5 50 50,6 
222 Nphe-Npcb-Nphe-Npcb 1098,5 ND ND 
223 Nphe-Npcb-Nphe-Nlys 1045,6 200 209,1 
224 Nphe-Npcb-Nphe-Nphe 1064,6 100 106,5 
225 Nphe-Nlys-Nprg-Nprg 907,6 >200 >181,5 
226 Nphe-Nlys-Nprg-Npcb 993.56 200 198,7 
227 Nphe-Nlys-Nprg-Nlys 940,6 2200 7188,1 
228 Nphe-Nlys-Nprg-Nphe 959.6 200 191,9 
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Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
5. аиғеиѕ 
АТСС 29737 
[g/mol] [uM] [ng/ml] 
229 Nphe-Nlys-Npcb-Nprg 993,6 200 198,7 
230 Nphe-Nlys-Npcb-Npcb 1079,6 50 54 
231 Nphe-Nlys-Npcb-Nlys 1026,6 2200 >205,3 
232 Nphe-Nlys-Npcb-Nphe 1045,6 200 209.1 
233 Nphe-Nlys-Nlys-Nprg 940,6 2200 >188,1 
234 Nphe-Nlys-Nlys-Npcb 1026,6 200 205,3 
235 Nphe-Nlys-Nlys-Nlys 973.7 2200 >194,7 
236 Nphe-Nlys-Nlys-Nphe 992.6 2200 >198,5 
237 Nphe-Nlys-Nphe-Nprg 959,6 200 191,9 
238 Nphe-Nlys-Nphe-Npcb 1045,6 100 104,6 
239 Nphe-Nlys-Nphe-Nlys 992,6 >200 >198,5 
240 Nphe-Nlys-Nphe-Nphe 1011,6 200 202,3 
241 Nphe-Nphe-Nprg-Nprg 926,6 100 92,7 
242 Nphe-Nphe-Nprg-Npcb 1012,5 100 101,3 
243 Nphe-Nphe-Nprg-Nlys 959,6 2200 2191,92 
244 Nphe-Nphe-Nprg-Nphe 978,6 100 97,9 
245 Nphe-Nphe-Npcb-Nprg 1012,5 100 101,2 
246 Nphe-Nphe-Npcb-Npcb 1098,5 25 27,5 
247 Nphe-Nphe-Npcb-Nlys 1045,6 200 209,1 
248 Nphe-Nphe-Npcb-Nphe 1064,6 50 53,2 
249 Nphe-Nphe-Nlys-Nprg 959,6 2200 >191,9 
250 Nphe-Nphe-Nlys-Npcb 1045,6 200 209,1 
251 Nphe-Nphe-Nlys-Nlys 992,7 >200 >198,5 
252 Nphe-Nphe-Nlys-Nphe 1011,6 >200 >202,3 
253 Nphe-Nphe-Nphe-Nprg 978,6 100 97,9 
254 Nphe-Nphe-Nphe-Npcb 1064,5 ND ND 
255 Nphe-Nphe-Nphe-Nlys 1011,6 >200 >202,3 
256 Nphe-Nphe-Nphe-Nphe 1030,6 100 103 


2.2 Antimikrobielle Aktivität gegen Staphylococcus aureus 


Peptoid Sequenz: MW? МНК, 
S. aureus 
ATCC 29737 
[g/mol] [mM] [ng/ml] 
Vancomycin C,H,ChN,O,, 1449,3 1,4 2 
Tobramycin C,,.H,,N.O, 467,5 0,6 0,3 
Ciprofloxacin C, H,,FN,O, 331,3 0,3 0,1 
Imipenem C,,H,,N,0,S 317,4 0,3 0,1 


* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 21. 

^ MW, Molekulargewicht. 

° MHK90, 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 
* ND, Nicht determiniert, da Synthese nicht erfolgreich. 

Peptoide mit einem MHK,,- Wert <6,3 sind grau markiert. 


100 von 234 Peptoiden zeigen keine antimikrobielle Aktivität (МНК, >200 
uM) gegen S. aureus 29737. Bei 96 Peptoide konnte eine schwache antimikro- 
bielle Aktivität bei 200 uM festgestellt werden. Für 52 Peptoide konnte eine 
antimikrobielle Wirkung bei 100 uM identifiziert werden. Eine antimikrobielle 
Aktivitát von 50 uM konnte bei 26 Peptoiden bestimmt werden. Bei 15 Peptoi- 
den konnte eine antimikrobielle Aktivitát bei 25 uM festgestellt werden. Das 
Peptoid 82 wies eine antimikrobielle Wirkung von 12,5 uM auf. 4 von 234 
Peptoiden hatten eine starke antimikrobielle Wirkung von 6,3 uM. Insgesamt 
konnten bei 2% der Peptoide in Peptoidbibliothek 2 eine antimikrobiell aktive 
Wirkung gegen S. aureus ATCC 29737 von <12,5 uM festgestellt werden. Im 
Vergleich zu den Kontrollantibiotika Vancomycin, Tobramycin, Ciprofloxacin 
und Imipenem liegt die antimikrobielle Aktivität bzw. der МНК, Wert der 
untersuchten Peptoide zwar immer noch über denen der Antibiotika, dennoch 
stellt ein MHK -Wert von unter 25 uM eine geeignete Basis für weitere Unter- 
suchungen dar. Um die Verteilung der Seitenketten der Peptoide in Bezug auf 
die antimikrobielle Aktivitát beurteilen zu kónnen, wurde die Aktivitát in Be- 
zug auf die Anteile der Seitenketten in Box Plots dargestellt (Abbildung 18). 
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Abbildung 18: Anteile der einzelnen Seitenketten Nprg (a), Npcb (b), Nlys (c), Nphe 
(d) in Bezug auf ihre antimikrobielle Aktivität durch die Darstellung eines Box-Plots. 


Die Seitenkette Nprg (Abbildung 18 a) besaf vereinzelt eine starke antimikro- 
bielle Aktivität gegen S. aureus ATCC 2937 bei einem Anteil von 25%. Ab ei- 
nem Gehalt von mehr als 75% verlor das Peptoid an antimikrobieller Wirkung. 
Der Baustein Npcb (Abbildung 18 b) zeigte eine antimikrobielle Aktivität bei 
einem Anteil von 25-50%. Nur ein Peptoid mit einem Npcb Gehalt von 75% 
wies eine antimikrobielle Wirkung von 6,3 uM auf. Dabei war bei einem Npcb 
Anteil von 75% der MHK,, Wert bei keinem dieser Peptoide über 100 uM. 
Obwohl in der Regel amphiphile Peptoide antimikrobielle Eigenschaften be- 
sitzen, zeigten Peptoide mit der Seitenketten Nlys (Abbildung 18 c) keine 
antimikrobielle Wirkung. Bei einem Gehalt von 0% war die antimikrobielle 
Aktivität am höchsten. Die Seitenkette Nphe (Abbildung 18 d) zeigte keine 
eindeutige Verteilung in Bezug auf die antimikrobielle Wirkung. Sowohl bei 
einem Anteil von 0%, 25%, 50% und 75% sind starke antimikrobielle Ak- 
tiven Peptoide eingruppiert. Zusammenfassend ließ sich schließen, dass die 
lipophilen Seitenketten Nprg, Npcb und Nphe zur antimikrobiellen Aktivität 
beitragen. Hingegen besaß Nlys keine signifikante Relevanz in Bezug zur anti- 
mikrobiellen Wirkung. 
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Die Darstellung der antimikrobiellen Aktivität gegen S. aureus ATCC 29737 
wurde in Form einer Heatmap erfasst (Abbildung 19). Dabei stellte die Farbe 
Hellgrün eine starke antimikrobielle Aktivität dar. Je dunkler und roter das 
Feld desto weniger ist das Peptoid antimikrobiell aktiv. Die Aufschlüsselung 
der Heatmap ist im Appendix in Abbildung 45 dargestellt. Auch hier zeigte 
sich, dass Peptoide mit den Seitenketten Nprg, Npcb und Nphe antimikrobiell 
wirken. Die Seitenkette Nlys trug nicht zur antimikrobiellen Aktivitát bei. 


Abbildung 19: Heatmap der antimikrobiellen Aktivität der Peptoidbibliothek 1. Helles 
Grün beschreibt eine starke antimikrobielle Aktivitát. Dunkles Grün bis hin zu Dunkel- 
rot beschreibt eine schwache bis keine antimikrobielle Aktivität. Weiße Felder stellen 
Peptoide dar, die nicht determiniert wurden. Reihe A: Peptoide 1-64, Spalte B: Peptoide 
65-128, Spalte C: Peptoide 129-192, Spalte D: Peptoide 193-256. Aufschlüsselung der 
Sequenzen ist im Appendix in Abbildung 45 zusammengefasst. 
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2.2.2 


Antimikrobielle Aktivität der Peptoidbibliothek 2 
gegen Staphylococcus aureus 


In Peptoidbibliothek 2 konnten 67 Peptoide erfolgreich synthetisiert werden 
(siehe Kapitel 2.1.2) und wurden auf ihre antimikrobielle Aktivität gegen den 
grampositiven Erreger S. aureus ATCC 29737 überprüft. Dafür wurden Bak- 
terienkulturen mit dem jeweiligen Peptoid behandelt und anschlieBend wurde 
die OD bei 600 nm gemessen. Die antimikrobielle Aktivitat ist in Tabelle 6 


dargestellt. 


Tabelle 6: Peptoidnummer, Sequenz, Molekulargewicht und antimikrobielle Aktivitat 
gegen S. aureus ATCC 29737 der Peptoide in Peptoidbibliothek 2. 


Peptoid Sequenz: MW? MHK,* 
S. aureus 
ATCC 29737 
[g/mol] [uM] [ng/ml] 
257 Ntetradec-Nphe-Nphe-Nphe-RhodB 1137,5 ND‘ ND 
258 Ntetradec-Nphe-Nphe-Npfb-RhodB 1155,5 ND ND 
259 Ntetradec-Nphe-Nphe-Nphb-RhodB 1153,5 25 28,84 
260 Ntetradec-Nphe-Npfb-Nphe-RhodB 1155,5 ND ND 
261 Ntetradec-Nphe-Npfb-Npfb-RhodB 1173,5 ND ND 
262 Ntetradec-Nphe-Npfb-Nphb-RhodB 1171,5 ND ND 
263 Ntetradec-Nphe-Nphb-Nphe-RhodB 1153,5 50 2757 
264 Ntetradec-Nphe-Nphb-Npfb-RhodB 1171,5 25 292 
265 Ntetradec-Nphe-Nphb-Nphb-RhodB 1169,5 ND ND 
266 Ntetradec-Npfb-Nphe-Nphe-RhodB 1155,5 ND ND 
267 Ntetradec-Npfb-Nphe-Npfb-RhodB 1173,5 25 29,3 
268 Ntetradec-Npfb-Nphe-Nphb-RhodB 1171,5 ND ND 
269 Ntetradec-Npfb-Npfb-Nphe-RhodB 1173,5 ND ND 
270 Ntetradec-Npfb-Npfb-Npfb-RhodB 1191,5 ND ND 
271 Ntetradec-Npfb-Npfb-Nphb-RhodB 1189,5 ND ND 
272 Ntetradec-Npfb-Nphb-Nhe-RhodB 1171,5 ND ND 
273 Ntetradec-Npfb-Nphb-Npfb-RhodB 1189,5 50 59,5 
274 Ntetradec-Npfb-Nphb-Nphb-RhodB 1187,5 7100 >118,8 
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Peptoid Sequenz MW» МНК, 
S. aureus 
АТСС 29737 
[g/mol] [mM] [ug/ml] 
275 Ntetradec-Nphb-Nphe-Nphe-RhodB 1153,5 >100 >115,4 
276 Ntetradec-Nphb-Nphe-Npfb-RhodB 1171,5 >100 >117,2 
277 Ntetradec-Nphb-Nphe-Nphb-RhodB 1169,5 >100 >116,6 
278 Ntetradec-Nphb-Npfb-Nhe-RhodB 1171,5 >100 >117,2 
279 Ntetradec-Nphb-Npfb-Npfb-RhodB 1189,5 >100 119 
280 Ntetradec-Nphb-Npfb-Nphb-RhodB 1187,5 7100 >118,8 
281 Ntetradec-Nphb-Nphb-Nphe-RhodB 1169,5 25 29,2 
282 Ntetradec-Nphb-Nphb-Npfb-RhodB 1187,5 7100 >118,8 
283 Ntetradec-Nphb-Nphb-Nphb-RhodB 1185,5 >100 >118,6 
284 Npfb-Nphe-Nphe-Nphe-RhodB 1049,3 3,1 3,3 
285 Npfb-Nphe-Nphe-Npfb-RhodB 1067,3 3,1 353 
286 Npfb-Nphe-Nphe-Nphb-RhodB 1065,3 12,5 13,3 
287 Npfb-Nphe-Npfb-Nphe-RhodB 1067,3 321 3,34 
288 Npfb-Nphe-Npfb-Npfb-RhodB 1085,3 3,1 3,4 
289 Npfb-Nphe-Npfb-Nphb-RhodB 1083,3 3,1 3,4 
290 Npfb-Nphe-Nphb-Nphe-RhodB 1065,3 6,3 6,7 
291 Npfb-Nphe-Nphb-Npfb-RhodB 1083,3 6,3 6,8 
292 Npfb-Nphe-Nphb-Nphb-RhodB 1081,3 6,3 6,8 
DOS Npfb-Npfb-Nphe-Nphe-RhodB 1067,3 1,6 1,7 
294 Npfb-Npfb-Nphe-Npfb-RhodB 1085,3 3,1 3,4 
295 Npfb-Npfb-Nphe-Nphb-RhodB 1083,3 3,1 3,4 
296 Npfb-Npfb-Npfb-Nphe-RhodB 1085,3 3,1 3,4 
297 Npfb-Npfb-Npfb-Npfb-RhodB 1103,3 1,6 iln) 
298 Npfb-Npfb-Npfb-Nphb-RhodB 1101,3 12,5 13,8 
299 Npfb-Npfb-Nphb-Nphe-RhodB 1083,3 12,5 13,5 
300 Npfb-Npfb-Nphb-Npfb-RhodB 1101,3 12,5 13,8 
301 Npfb-Npfb-Nphb-Nphb-RhodB 1099,3 ND ND 
302 Npfb-Nphb-Nphe-Nphe-RhodB 1065,3 6,3 6,7 
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Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
S. aureus 
ATCC 29737 
[g/mol] [RM] [ng/ml] 

303 Npfb-Nphb-Nphe-Npfb-RhodB 1083,3 3,1 3,4 
304 Npfb-Nphb-Nphe-Nphb-RhodB 1081,3 6,3 6,8 
305 Npfb-Nphb-Npfb-Nphe-RhodB 1083,3 6,3 6,8 
306 Npfb-Nphb-Npfb-Npfb-RhodB 1101,26 3,1 3,45 
307 Npfb-Npfb-Npfb-Nphb-RhodB 1099.3 12,5 13,7 
308 Npfb-Nphb-Nphb-Nphe-RhodB 1081,3 6,3 6,8 
309 Npfb-Nphb-Nphb-Npfb-RhodB 1099,3 25 27,5 
310 Npfb-Nphb-Nphb-Nphb-RhodB 1097,3 12,5 13,7 
311 Nphb-Nphe-Nphe-Nphe-RhodB 1047,3 6,3 6,6 
312 Nphb-Nphe-Nphe-Npfb-RhodB 1065.3 6,3 6,7 
313 Nphb-Nphe-Nphe-Nphb-RhodB 1063,3 12,5 13,3 
314 Nphb-Nphe-Npfb-Nphe-RhodB 1065,3 3,1 3,3 
315 Nphb-Nphe-Npfb-Npfb-RhodB 1083,3 3,1 3,4 
316 Nphb-Nphe-Npfb-Nphb-RhodB 1081,3 6,3 6,8 
317 Nphb-Nphe-Nphb-Nphe-RhodB 1063,3 6,3 6,7 
318 Nphb-Nphe-Nphb-Npfb-RhodB 1081,3 ЭЛ 3,4 
319 Nphb-Nphe-Nphb-Nphb-RhodB 1079,3 25 27 
320 Nphb-Npfb-Nphe-Nphe-RhodB 1065,3 3,1 3,3 
321 Nphb-Npfb-Nphe-Npfb-RhodB 1083,3 1,6/0,8 1,7/0,8 
322 Nphb-Npfb-Nphe-Nphb-RhodB 10813 6,3/3,1 6,8/3 
323 Nphb-Npfb-Npfb-Nphe-RhodB 1083,3 3,1 3,4 
324 Nphb-Npfb-Npfb-Npfb-RhodB 1101,3 1,6 157) 
325 Nphb-Npfb-Npfb-Nphb-RhodB 1099.3 6,3 6,9 
326 Nphb-Npfb-Nphb-Nphe-RhodB 1081,3 6,3 6,8 
327 Nphb-Npfb-Nphb-Npfb-RhodB 1099.3 6,3 6,87 
328 Nphb-Npfb-Nphb-Nphb-RhodB 1063,3 12,5 13,3 
329 Nphb-Nphb-Nphe-Nphe-RhodB 1097,3 6,3 6,9 
330 Nphb-Nphb-Nphe-Npfb-RhodB 1081,3 3,1 3,4 
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Peptoid Sequenz* MW» МНК, 
S. aureus 
АТСС 29737 
[g/mol] [mM] [ug/ml] 
331 Nphb-Nphb-Nphe-Nphb-RhodB 1079,3 6,3 6,8 
332 Nphb-Nphb-Npfb-Nphe-RhodB 10813 16/08 1,7/0,8 
333 Nphb-Nphb-Npfb-Npfb-RhodB 1099.3 >100 110 
334 Nphb-Nphb-Npfb-Nphb-RhodB 1097,3 ND ND 
335 Nphb-Nphb-Nphb-Nphe-RhodB 1079.3 7100 107,9 
336 Nphb-Nphb-Nphb-Npfb-RhodB 1097,3 >100 109,7 
337 Nphb-Nphb-Nphb-Nphb-RhodB 1095,3 >100 109,5 
Vancomycin C H,.CLN,O,, 1449,3 1,4 2 
Tobramycin C, ,H4N,O, 467,5 0,6 0,3 
Ciprofloxacin C, H,,FN,O, 331,3 0,3 0,1 
Imipenem C,,H,,N,0,S 317,4 0,3 0,1 


*Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 1. 
^ MW, Molekulargewicht. 
° MHK,,, 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 


90° 


‘ND, Nicht determiniert, da zu wenig Peptoid. 
Peptoide mit einem MHK ,-Wert <1,6 sind grau markiert. 


14 von 67 Peptoiden zeigten keine antimikrobielle Aktivität (MHK,, 7100 uM) 
gegen S. aureus 29737. Bei 4 Peptoide konnte eine schwache antimikrobielle 
Aktivitát von 100 uM festgestellt werden. 6 Peptoide konnte eine antimikro- 
bielle Wirkung bei 25 uM identifiziert werden. Eine antimikrobielle Aktivität 
von 12,5 uM konnte bei 13 Peptoiden bestimmt werden. Bei 21 Peptoiden 
konnte eine antimikrobielle Aktivität bei 6,3 uM festgestellt werden. Für 17 
von 67 Peptoiden konnte eine starke antimikrobielle Wirkung von 3,1 uM und 
6 Peptoide waren besonders stark antimikrobiell aktiv mit einem MHK90- 
Wert von 1,6 uM. Insgesamt konnten bei 66% der Peptoide in Peptoidbiblio- 
thek 2 eine antimikrobiell aktive Wirkung gegen S. aureus ATCC 29737 von 
<6,3 uM festgestellt werden. Damit ist Peptoidbibliothek 2 deutlich antimikro- 
biell aktiver als Peptoidbibliothek 1 (296). Um die Verteilung der Seitenketten 
der Peptoide in Bezug auf die antimikrobielle Aktivitát beurteilen zu kónnen, 
wurde die Aktivität in Bezug auf die die Anteile der Seitenketten in Box Plots 
dargestellt (Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Anteile der einzelnen Seitenketten Ntetradec (a), Npfb (b), Nphb (c), 
Nphe (d) in Bezug auf ihre antimikrobielle Aktivität durch die Darstellung eines Box- 
Plots. 


Die Seitenkette Ntetradec (Abbildung 20 a) verfügte bei einem Anteil von 
25% kaum über eine antimikrobielle Aktivitit gegen S. aureus ATCC 2937. 
Peptoide ohne den Baustein Ntetradec waren hingegen deutlich antimikrobiell 
aktiver. Der Baustein Npfb (Abbildung 20 b) zeigte eine starke antimikrobiel- 
le Aktivität bei einem Anteil von 25-100%. Nur wenige Peptoide mit einem 
Npfb Gehalt von 0%, 25% und 75% besaßen eine schwache antimikrobielle 
Aktivität von 2100 uM. Die Seitenkette Nphb (Abbildung 20 c) zeigte eine 
Tendenz, dass das Peptoid mit steigendem Anteil an Nphb an antimikrobieller 
Wirkung verliert. Dennoch besaßen Peptoide mit Nphb über eine gute anti- 
mikrobielle Wirkung. Bei einem Nphb Gehalt von 25% war die antimikro- 
belle Aktivität am höchsten. Die Seitenkette Nphe (Abbildung 20 d) zeigte 
wie bereits in Peptoidbibliothek 1 eindeutige Verteilung in Bezug auf die anti- 
mikrobielle Wirkung. Sowohl bei einem Anteil von 0%, 25%, 50% und 75% 
konnten diese bei den starke antimikrobiellen Peptoide eingruppiert werden. 
Zusammenfassend lässt sich schließen, dass die Seitenketten Npfb, Nphb und 
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Nphe zur antimikrobiellen Aktivität beitragen. Hingegen besitzt Ntetradec kei- 
ne signifikante Relevanz in Bezug zur antimikrobiellen Wirkung. Im Vergleich 
zu der antimikrobiellen Aktivitát von Peptoidbibliothek 1 verfügt Peptoidbi- 
bliothek 2 über eine deutlich stärkere antimikrobielle Aktivität. 


Die Darstellung der antimikrobiellen Aktivität gegen S. aureus ATCC 29737 wur- 
de in Form einer Heatmap erfasst (Abbildung 21). Dabei stellt die Farbe Hellgrün 
eine starke antimikrobielle Aktivitát dar. Je dunkler und roter das Feld desto we- 
niger ist das Peptoid antimikrobiell aktiv. Die Aufschlüsselung der Heatmap ist 
im Appendix in Abbildung 46 dargestellt. Auch hier zeigte sich, dass Peptoide mit 
den Seitenketten Npfb, Nphe und Nphb antimikrobiell wirken. Die Seitenkette 
Ntetradec trágt nicht zur antimikrobiellen Aktivitat bei. 


A B с 


Abbildung 21: Heatmap der antimikrobiellen Aktivitát der Peptoidbibliothek 2. Helles 
Grün beschreibt eine starke antimikrobielle Aktivitát. Dunkles Grün bis hin zu Dunkel- 
rot beschreibt eine schwache bis keine antimikrobielle Aktivität. Weiße Felder stellen 
Peptoide dar, die nicht determiniert wurden. Reihe A: Peptoide 127, Spalte B: Peptoide 
28-54, Spalte C: Peptoide 55-81. Aufschlüsselung der Sequenzen ist im Appendix in 
Abbildung 46 zusammengefasst. 
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2.2.3  Antimikrobielle Aktivität der Peptoidbibliothek 3 
gegen Staphylococcus aureus 


In Peptoidbibliothek 3 konnten 64 Peptoide erfolgreich synthetisiert werden 
(siehe Kapitel 2.1.3) und wurden auf ihre antimikrobielle Aktivität gegen den 
gram-positiven Erreger S. aureus ATCC 29737 überprüft. Dafür wurden Bak- 
terienkulturen mit dem jeweiligen Peptoid behandelt und anschlieBend wurde 
die OD bei 600 nm gemessen. Die antimikrobielle Aktivitat ist in Tabelle 7 
dargestellt. 


Tabelle 7: Peptoidnummer, Sequenz, Molekulargewicht und antimikrobielle Aktivitat 
gegen S. aureus ATCC 29737 der Peptoide in Peptoidbibliothek 3. 


Peptoid Sequenz Mw? МНК, 
S. aureus 
ATCC 29737 

[g/mol] [aM] [ug/ml] 
338 Nhe-Nprg-Nprg-Nprg-RhodB 869,1 50 43,5 
339 Nhe-Nprg-Nprg-Npcb-RhodB 955,6 25 23:9 
340 Nhe-Nprg-Nprg-Nphe-RhodB 915,2 50 45,8 
341 Nhe-Nprg-Nprg-Nphb-RhodB 937,2 100 93,7 
342 Nhe-Nprg-Npcb-Nprg-RhodB 955,6 25 23,9 
343 Nhe-Nprg-Npcb-Npcb-RhodB 955,6 6,3 6 
344 Nhe-Nprg-Npcb-Nphe-RhodB 1001,7 25 25 
345 Nhe-Nprg-Npcb-Nphb-RhodB 1023,7 25 25,6 
346 Nhe-Nprg-Nphe-Nprg-RhodB 915,2 100 91,5 
347 Nhe-Nprg-Nphe-Npcb-RhodB 1001,7 50 50 
348 Nhe-Nprg-Nphe-Nphe-RhodB 951,3 >100 >95,1 
349 Nhe-Nprg-Nphe-Nphb-RhodB 983,3 25 24,58 
350 Nhe-Nprg-Nphb-Nprg-RhodB 937,17 >100 >93,72 
351 Nhe-Nprg-Nphb-Npcb-RhodB 1023,7 12,5 12,8 
352 Nhe-Nprg-Nphb-Nphe-RhodB 983,3 12,5 12,3 
353 Nhe-Nprg-Nphb-Nphb-RhodB 1005,3 >100 >100,5 
354 Nhe-Npcb-Nprg-Nprg-RhodB 955,6 25 23,9 
335 Nhe-Npcb-Nprg-Npcb-RhodB 955,6 100 95,6 
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Peptoid Sequenz: MW? МНК, 
5. aureus 
АТСС 29737 
[g/mol] [uM] [ug/ml] 
356 Nhe-Npcb-Nprg-Nphe-RhodB 1001,7 25 25 
357 Nhe-Npcb-Nprg-Nphb-RhodB 1023,7 25 25,6 
358 Nhe-Npcb-Npcb-Nprg-RhodB 955,6 12:5 12 
359 Nhe-Npcb-Npcb-Npcb-RhodB 1128,7 12,5 14,1 
360 Nhe-Npcb-Npcb-Nphe-RhodB 1088,3 Zell 3,4 
361 Nhe-Npcb-Npcb-Nphb-RhodB 1110,2 3,1 3,5 
362 Nhe-Npcb-Nphe-Nprg-RhodB 1001,7 50 50 
363 Nhe-Npcb-Nphe-Npcb-RhodB 1088,3 6,3 6,8 
364 Nhe-Npcb-Nphe-Nphe-RhodB 1047,8 50 52,4 
365 Nhe-Npcb-Nphe-Nphb-RhodB 1069,8 50 53,5 
366 Nhe-Npcb-Nphb-Nprg-RhodB 1023,7 7100 >102,4 
367 Nhe-Npcb-Nphb-Npcb-RhodB 1110,2 12,5 13,9 
368 Nhe-Npcb-Nphb-Nphe-RhodB 1069,8 50 53,5 
369 Nhe-Npcb-Nphb-Nphb-RhodB 1091,8 100 109,2 
370 Nhe-Nphe-Nprg-Nprg-RhodB 915,2 12,5 11,4 
371 Nhe-Nphe-Nprg-Npcb-RhodB 1001,7 50 50 
372 Nhe-Nphe-Nprg-Nphe-RhodB 951,3 50 47,6 
373 Nhe-Nphe-Nprg-Nphb-RhodB 983,3 7100 298,3 
374 Nhe-Nphe-Npcb-Nprg-RhodB 1001,7 1,6 15577, 
375 Nhe-Nphe-Npcb-Npcb-RhodB 1088,3 6,3 6,8 
376 Nhe-Nphe-Npcb-Nphe-RhodB 1047,8 12,5 13,1 
377 Nhe-Nphe-Npcb-Nphb-RhodB 1069,8 12;5 13,4 
378 Nhe-Nphe-Nphe-Nprg-RhodB H 3 1,6 1,5 
379 Nhe-Nphe-Nphe-Npcb-RhodB 1047,8 100 104,8 
380 Nhe-Nphe-Nphe-Nphe-RhodB 1007,4 12,5 12,6 
381 Nhe-Nphe-Nphe-Nphb-RhodB 1029.4 12,5 12,87 
382 Nhe-Nphe-Nphb-Nprg-RhodB 983,3 6,3 6,15 
383 Nhe-Nphe-Nphb-Npcb-RhodB 1069,8 6,3 6,69 
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Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
S. aureus 
ATCC 29737 
[g/mol] [uM] [ug/ml] 
384 Nhe-Nphe-Nphb-Nphe-RhodB 1029,4 12,5 12,9 
385 Nhe-Nphe-Nphb-Nphb-RhodB 1051,4 50 52,6 
386 Nhe-Nphb-Nprg-Nprg-RhodB 937,2 12,5 11,7 
387 Nhe-Nphb-Nprg-Npcb-RhodB 1023,7 12,5 12,8 
388 Nhe-Nphb-Nprg-Nphe-RhodB 983,3 12,5 12,3 
389 Nhe-Nphb-Nprg-Nphb-RhodB 1005,3 25 25,1 
390 Nhe-Nphb-Npcb-Nprg-RhodB 1023,7 >100 >102,4 
391 Nhe-Nphb-Npcb-Npcb-RhodB 1110,2 >100 >111 
392 Nhe-Nphb-Npcb-Nphe-RhodB 1069,8 6,3 6,7 
393 Nhe-Nphb-Npcb-Nphb-RhodB 1091,8 >100 >109,2 
394 Nhe-Nphb-Nphe-Nprg-RhodB 983,3 6,3 98,3 
395 Nhe-Nphb-Nphe-Npcb-RhodB 1069,8 >100 >107 
396 Nhe-Nphb-Nphe-Nphe-RhodB 1029,4 50 51,5 
397 Nhe-Nphb-Nphe-Nphb-RhodB 1051,4 2100 >1051,3 
398 Nhe-Nphb-Nphb-Nprg-RhodB 1005,3 6,3 6,3 
399 Nhe-Nphb-Nphb-Npcb-RhodB 1091,8 7100 >109,2 
400 Nhe-Nphb-Nphb-Nphe-RhodB 1051,4 >100 >105,1 
401 Nhe-Nphb-Nphb-Nphb-RhodB 1073,3 >100 >107,3 
Vancomycin C,,H,,C1N,O,, 1449,3 1,4 2 
Tobramycin C,,H,,N,O, 467,5 0,6 0,3 
Ciprofloxacin C, H,,FN,O, 331,3 0,3 0,1 
Imipenem C,,H,,N,0,S 317,4 0,3 0,1 


* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 2. 
> MW, Molekulargewicht. 
° MHK,,, 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 


90? 


Peptoide mit einem MHK -Wert 3,1 sind grau markiert. 


13 von 64 Peptoiden zeigten keine antimikrobielle Aktivität (MHK,, >100 
uM) gegen S. aureus 29737. Bei 5 Peptoide konnte eine schwache antimikro- 
belle Aktivität bei 100 uM festgestellt werden. Für 9 Peptoide konnte eine 
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antimikrobielle Wirkung bei 25 uM identifiziert werden. Eine antimikrobielle 
Aktivität von 12,5 uM konnte bei 14 Peptoide bestimmt werden. Bei 8 Peptoi- 
den konnte eine antimikrobielle Aktivität bei 6,3 uM festgestellt werden. Bei 2 
von 67 Peptoiden konnte eine starke antimikrobielle Wirkung von 3,1 uM und 
1 Peptoide ist besonders stark antimikrobiell aktiv mit einem MHK,,-Wert von 
1,6 uM. Insgesamt konnten bei 1996 der Peptoide in Peptoidbibliothek 3 eine 
antimikrobiell aktive Wirkung gegen S. aureus ATCC 29737 von < 6,3 uM 
festgestellt werden. Damit ist die Peptoidbibliothek 3 deutlich antimikrobiell 
aktiver als die Peptoidbibliothek 1 (296). Um die Verteilung der Monomere 
der Peptoide in Bezug auf die antimikrobielle Aktivität beurteilen zu können, 
wurde die Aktivität in Bezug auf die Anteile der Seitenketten in Box Plots dar- 
gestellt (Abbildung 22). 
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Abbildung 22: Anteile der einzelnen Seitenketten Nhe (a), Nprg (b), Npcb (c), Nphb 
(d) in Bezug auf ihre antimikrobielle Aktivität durch die Darstellung eines Box-Plots. 


Die Seitenkette Nhe (Abbildung 22 a) besaß vereinzelt eine starke antimikro- 
bielle Aktivität gegen S. aureus ATCC 2937 bei einem Anteil von 50%-100%. 
Der Baustein Nprg (Abbildung 22 b) zeigte eine antimikrobielle Aktivitat bei 
einem Anteil von 255095. Der Box-Plot von der Seitenlette Npcb (Abbildung 
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22 c) zeigt, dass diese Seitenkette mit steigendem Anteil zur antimikrobiellen 
Wirkung beitrágt. Bei einem Gehalt von 0% ist Varianz der antimikrobiellen 
Aktivitát weit gestreut. Der Box-Plot von Monomer Nphb (Abbildung 22 d) 
zeigte, dass mit steigendem Anteil die antimikrobielle Wirkung abnimmt. Den- 
noch gab es bei einem Nphb Anteil von 0%, 25% und 50% sind starke antimik- 
robielle Aktiven Peptoide eingruppiert. Zusammenfassend lässt sich schließen, 
dass die Seitenketten Nhe, Nprg, Npcb und Nphb zur antimikrobiellen Aktivität 
beitragen. 


Die Darstellung der antimikrobiellen Aktivität gegen S. aureus ATCC 29737 
wurde in Form einer Heatmap erfasst (Abbildung 23). Dabei stellt die Farbe 
Hellgrün eine starke antimikrobielle Aktivität dar. Je dunkler und roter das 
Feld desto weniger ist das Peptoid antimikrobiell aktiv. Die Aufschlüsselung 
der Heatmap ist im Appendix in Abbildung 47 dargestellt. Es zeigte sich keine 
erkennbare Tendenz in der Verteilung der Seitenketten in Bezug auf die anti- 
mikrobielle Wirkung. 


A B с D 


Abbildung 23: Heatmap der antimikrobiellen Aktivität der Peptoidbibliothek 3. Helles 
Grün beschreibt eine starke antimikrobielle Aktivität. Dunkles Grün bis hin zu Dunkel- 
rot beschreibt eine schwache bis keine antimikrobielle Aktivität. Weiße Felder stellen 
Peptoide dar, die nicht determiniert wurden. Reihe A: Peptoide 1-16, Spalte B: Peptoide 
17-32, Spalte C: Peptoide 33-48, Spalte D: Peptoide 49-64. Aufschlüsselung der Se- 
quenzen ist im Appendix in Abbildung 47 zusammengefasst. 
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2.24 Antimikrobielle Aktivität der Peptoidbibliothek 
Oktamere gegen Staphylococcus aureus 


In Peptoidbibliothek 1 konnten 16 Peptoidtetramere erfolgreich als antimik- 
robiell gegen S. aureus ATCC 29738 mit einem МНК, -Мегї von < 25 uM 
identifiziert werden (siehe Kapitel 2.2.1). Um zu analysieren, ob die Peptoid- 
länge eine wesentliche Rolle in der antimikrobiellen Aktivität spielt, wurde in 
Kollaboration mit Dr. Stephan Münch (Institut für organische Chemie, KIT, 
Karlsruhe) alle Peptoide mit einem MHK,, Wert < 25 uM in der Länge verdop- 
pelt, sodass 16 Oktamere entstanden. Für die Bestimmung der antimikrobiel- 
len Aktivität wurden Bakterienkulturen mit dem jeweiligen Peptoid behandelt 
und anschließend wurde die OD bei 600 nm gemessen. Die antimikrobielle 
Aktivitát ist in Tabelle 8 dargestellt. 


Lediglich die Peptoide 414 und415 (MHK,, 3,1), welche Verdoppelungen der 
Peptoide 198 und 200 (MHK,, 6,3) aus Peptoidbibliothek 1 darstellen, zeig- 
ten eine hóhere antimikrobielle Wirkung gegen S. aureus als die Monomere 
selbst. Alle anderen Oktamere wiesen im Vergleich zu ihren Tetrameren eine 
geringere antimikrobielle Aktivitát auf. Daher ist davon auszugehen, dass die 
Peptoidlánge keine Rolle bei der antimikrobiellen Aktivitat spielt. 


Tabelle 8: Peptoidnummer, Sequenz, Molekulargewicht und antimikrobielle Aktivitát 
gegen S. aureus ATCC 29737 der Peptoide in Peptoidbibliothek Oktamere. 


Peptoid Sequenz: MW? МНК, 
S. aureus 
АТСС 29737 
[g/mol] [mM] [ug/ml] 
402 Nprg-Nprg-Npcb-Nphe-Nprg-Nprg-Npcb-Nphe 1446,1 25 36,2 
403 Nprg-Nphe-Npcb-Npes-Nprg-Nphe-Npcb-Npcb 1653,6 12,5 20,7 
404 Npcb-Nprg-Npcb-Nphe-Npcb-Nprg-Npcb-Nphe 1653,6 12,5 20,7 
405 Npcb-Nprg-Nphe-Nprg-Npcb-Nprg-Nphe-Nprg 1480,6 25 37 
406 Npcb-Npcb-Nprg-Nprg-Npcb-Npcb-Nprg-Nprg 1549,5 25 38,7 
407 Npcb-Npcb-Nprg-Npcb-Npcb-Npcb-Nprg-Npcb 1722,5 25 43 
408 Npeb-Npcb-Nlys-Nphe-Npcb-Npcb-Nlys-Nphe 1719,8 >25 43 
409 Npeb-Npecb-Nlys-Nprg-Npcb-Npcb-Nlys-Nprg 1653,61 25 41,3 
410 Npcb-Nphe-Npcb-Nphe-Npcb-Nphe-Npcb-Nphe 1757,8 25 43,9 
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Peptoid Sequenz* MW? МНК, 
S. aureus 
АТСС 29737 
[g/mol] [uM] [ng/ml] 
411 Npeb-Nphe-Nlys-Npcb-Npcb-Nphe-Nlys-Npcb 1719,8 25 43 
412 Npcb-Nphe-Nphe-Nphe-Npcb-Nphe-Nphe-Nphe 10688,9 25 42,2 
413 Nphe-Nprg-Nprg-Nphe-Nphe-Nprg-Nprg-Nphe 1411,7 12,5 17,7 
414 Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb 1653,6 3,1 5,17 
415 Nphe-Nprg-Npcb-Nphe-Nphe-Nprg-Npcb-Nphe 1584,7 3,1 5 
416 Nphe-Npcb-Npcb-Nphe-Nphe-Npcb-Npcb-Nphe 1757,8 25 43,9 
417 Nphe-Nphe-Npcb-Npcb-Nphe-Nphe-Npcb-Npcb 1757,8 12,5 219 
Уапсотусіп CH, ,CLN,O,, 1449,3 14 2 
Tobramycin C, ,H,N,O, 467,5 0,6 0,3 
Ciprofloxacin C, H,,FN,O, 331,3 0,3 0,1 
Imipenem C,,H,,N,0,S 317,4 0,3 0,1 


* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 3. 
> MW, Molekulargewicht. 
e MHK „, 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 


90? 


Peptoide mit einem MHK,,- Wert <12,5 sind grau markiert. 


2.2.5  Antimikrobielle Aktivität der Peptoidbibliothek 
Pentamer, Nonamere, Undekamere und 
Dodekamere gegen Staphylococcus aureus 


Neben 3 verschiedenen Tetramerbibliotheken und einer Oktamerbibliothek, 
wurde auch Peptoide mit 5, 9, 11 und 12 Seitenketten gegen S. aureus ATCC 
29737 auf ihre antimikrobielle Aktivität getestet. Die Peptoide 422 und 423 
waren dabei Verdreifachenden aus den antimikrobiell aktiven Tetrameren 198 
und 200 aus Peptoidbibliothek 1. Die Peptoide 418, 419, 421 und 424 waren 
Peptoide aus einer Kollaboration mit Prof. Dr. Annelise Barron (Stanford Uni- 
versity, USA). Für die antimikrobielle Bestimmung wurden Bakterienkulturen 
mit dem jeweiligen Peptoid für 16 h behandelt und anschlieBend wurde die OD 
bei 600 nm gemessen. Die antimikrobielle Aktivität ist in Tabelle 9 dargestellt. 


Peptoid 420, ein tryptophanreiches Nonamer und besaß eine gute antimikro- 
bielle Wirkung gegen S. aureus von 5 uM. Hingegen wiesen die Peptoide 419 
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und 422 kaum bis keine antimikrobielle Aktivität auf (25 uM und 7100 uM). 
Das Dodekamer 423, welches eine Verdreifachung des stark antimikrobiell 
aktiven Tetramers 200 aus Peptoidebibliothek 1 ist hingegen nicht antimikro- 
biell aktiv. Das chirale Dodekamer 424 ist stark antimikrobiell aktiv gegen S. 
aureus (МНК, 1 uM). Mit steigender Peptoidlänge und Chiralität und somit 
stárkerer Strukturierung lag demnach keine Korrelation mit der antimikrobiel- 
len Aktivitat vor. 


Tabelle 9: Peptoidnummer, Sequenz, Molekulargewicht und antimikrobielle Aktivitát 
gegen S. aureus ATCC 29737 der Peptoide in Peptoidbibliothek mit Multimeren. 


Peptoid Sequenz: MW? МНК, 
S. aureus 
АТСС 29737 
g/mol [uM] [ug/ml] 
Pentamer 
418 H-Mtridec-NLys-Nspe-Nspe-NLys-NH, 835,2 100 120 
Nonamere 
419  H-Nlys-Nlys-Nlys-Nlys-Ntrp-Ntrp-Ntrp-Ntrp-Nile-NH, 1443,9 44* 64* 
420  H-Nlys-Ntrp-Nlys-Nlys-Ntrp-Ntrp-Nlys-Ntrp-Nphe-NH, 1477,9 9° 8° 
Undekamere 
421 H-(NLys-Nspe-Nspe),-NLys-Nspe NH, 1658,2 ND? ND 
Dodekamere 
422 H-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-Nphe-Nprg- 1833,6 25 46 


Npcb-Npcb-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-NH, 
H-Nphe-Nprg-Nprg-Nphe-Nphe-Nprg- 


423 Nprg-Nphe-Nphe-Nprg-Nprg-NH, 1730,3 7100 2173 

424 H-(NLys-Nspe-Nspe),-NH, 1819,4 1 2 
Vancomycin 1449,3 1,4 2 
Tobramycin 467,5 0,6 0,3 
Ciprofloxacin 331,3 0,3 0,1 
Imipenem 317,4 0,3 0,1 


* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 4. 
^ MW, Molekulargewicht. 
° MHK,» 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 


4ND, Nicht determiniert, da zu wenig Peptoid. 
"A. aureus ATCC 29213. 
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2.3 Zeitliche Bestimmung der antimikrobiellen 


Aktivität gegen Staphylococcus aureus 
ATCC 29737 


Um die antimikrobiell determinierten Peptoide aus den untersuchten Pepto- 
idbibliotheken in der bakteriziden und bakteriostatischen Wirkungsweise zu 
differenzieren, wurden die antimikrobiell aktiven Peptoide in ihren Hemm- 
mustern analysiert. Eine bakterizide Wirkung ist tódlich für das Bakterium, 
eine bakteriostatische Wirkung wirkt hingegen nur hemmend auf das Bakteri- 
enwachstum. Für die Determinierung der bakteriziden bzw. bakteriostatischen 
Wirkung wurde die peptoidbehandelten Bakterien in den Konzentrationen 1x 
MHK,, 2x MHK,, und 4x MHK,, auf Agarplatten ausplattiert und nach 24 h 
ausgewertet. 


Peptoidbibliothek 1 


Die Peptoide 54, 72 und 200 wiesen eine bakteriostatische Wirkung bei 1x 
MHK „auf. Das Peptoid 54 wirkte nach Inkubation mit 2x und 4x-facher anti- 
mikrobieller Dosis nach 2 bzw. 8 h bakterizid (Abbildung 24 a). Dagegen 
wirkt Peptoid 72 erst nach 24 h bakterizid (Abbildung 24 b). Das Peptoid 
198 wirkt bereits nach 4 h bakterizid bei einer Konzentration von Ix MHK,, 
(6,3 uM). Bei einer Inkubation mit 2x und 4x MHK, ist bereits nach 2 h kein 
Kolonienwachstum nachzuweisen (Abbildung 24 c). Peptoid 200 bleibt auch 
nach Behandlung mit der 4-fachen Konzentration des MHK,,-Werts nur bakte- 
riostatisch (Abbildung 24 d). Zusammenfassend wirken die untersuchten Pep- 
toide aus Peptoidbibliothek 1 deutlich schneller als das Reserveantibiotikum 
Vancomycin (Abbildung 25 d). 
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Abbildung 24: Kolonieformende Units (CFU) von S. aureus ATCC29737 nach In- 


kubation mit den antimikrobiell aktiven Peptoiden 54, 72, 198 und 200 aus Peptoid- 
bibliothek 1. Bakterien wurden mit 1x, 2x und 4x MHK,, Konzentration behandelt. Das 
Experiment wurde in dreifacher Ausfertigung durchgeführt und die bakteriziden bzw. 
bakteriostatische Wirkung wurden als Mittelwert Lg (CFU/ml) + Standardabweichun- 
gen ausgedrückt. 


Peptoidbibliothek 2 


Alle untersuchten Peptoid der Peptoidbibliothek 2 sind bakterizid nach 8 h 
(293) (Abbildung 25 a) bzw. 24 h. (297, 321) (Abbildung 25 b und c) bei 
einer Inkubation mit Ix MHK,, auf. Bei einer Inkubation mit der 4-fachen 
Menge des MHK „-Werts wirken die untersuchten Peptoide bereits nach 4 h 
bakterizid. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die untersuchten 
Peptoide aus Peptoidbibliothek 2 deutlich schneller wirkten als die der Pepto- 
idbibliothek 1, sowie wesentlich schneller als das Reserveantibiotikum Vanco- 
mycin (Abbildung 25 d). 
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Abbildung 25: Kolonieformende Units (CFU) von S. aureus АТСС29737 nach Inku- 
bation mit den antimikrobiell aktiven Peptoiden 293 (a), 297 (b) und 321 (c) aus Pepto- 
idbibliothek 2, sowie mit dem Antibiotikum Vancomycin (d). Bakterien wurden mit 1x, 
2x und 4x MHK,, Konzentration behandelt. Das Experiment wurde in dreifacher Aus- 
fertigung durchgeführt und die bakteriziden bzw. bakteriostatische Wirkung wurden als 
Mittelwert Lg (CFU/ml) + Standardabweichungen ausgedrückt. 


Peptoidbibliothek 3 


Eine bakterizide Wirkung wiesen die Peptoide 360,361, 374 und 378 bei 1x 
MHK „nach 24 h auf (Abbildung 26). Dabei verhalten sich alle getesteten 
Peptoide aus dieser Peptoidbibliothek ähnlich. Eine bakterizide Wirkung 
konnte bei 4x MHK,, nach 4 h festgestellt werden. Bei Inkubation mit 2x 
МНК, wirken die getestet Peptoide nach 8 h. Zusammenfassend konnte fest- 
gestellt werden, dass die untersuchten Peptoide aus Peptoidbibliothek 3 deut- 
lich schneller wirkten als die der Peptoidbibliothek 1 und ähnlich wie die der 
Peptoidbibliothek 2, sowie wesentlich schneller als das Reserveantibiotikum 
Vancomycin (Abbildung 25 d). 


78 


2.4 Antimikrobielle Aktivität gegen MRSA 


a b 
360 361 
9 T 
8- M 
7| 7| 
— ctrl 
= 64 = 64 
Е —— 1xMHK Е 
ps — 2xMHK B 
24 MHK 24 
— 4х 
ER 2 EM 
24 24 
1 14 
о о 
2 4 8 24 
Zeit [h] Zeit [h] 
c d 
374 378 
9 5 
8- 8- 
7] 7] 
шө шө 
£ £ 
55 2 5) 
Š 4 24 
E E 
“з зы 
24 24 
1 14 
о о 


2 4 8 24 2 4 8 24 
Zeit [h] Zeit [h] 


Abbildung 26: Kolonieformende Units (CFU) von S. aureus ATCC29737 nach Inku- 
bation mit den antimikrobiell aktiven Peptoiden 360, 361, 374 und 378 aus Peptoid- 
bibliothek 3. Bakterien wurden mit 1x, 2x und 4x MHK,, Konzentration behandelt. Das 
Experiment wurde in dreifacher Ausfertigung durchgeführt und die bakteriziden bzw. 
bakteriostatische Wirkung wurden als Mittelwert Lg (CFU/ml) + Standardabweichun- 
gen ausgedrückt. 


2.4  Antimikrobielle Aktivität gegen MRSA 


Schätzungen des Europäischen Zentrums für die Právention und die Kontrolle 
von Krankheiten nach zur Folge erkranken jedes Jahr etwa 3,2 Millionen in 
Krankenhäusern in der Europäischen Union (EU) aufgenommene Patienten 
an einer Infektion (van Hauwermeiren et al. 2019). Der am häufigsten vor- 
kommende grampositive Organismus war S. aureus, bei dem 41 Prozent der 
Patientenisolate antibiotikaresistent waren. Besonders problematisch sind 
arzneimittelresistente Organismen, bei denen Methicillin-resistenter S. aure- 
us (MRSA) als die Hauptursache für gesundheitsbedingte Infektionen in der 
Europäischen Union gilt (Köck et al. 2010). 
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Alle potenten Peptoide mit einem MHK,,-Wert gegen S. aureus ATCC 29373 
von <6,3 uM wurden auf die antimikrobielle Aktivitát gegen verschiedene 
multiresistente S. aureus (MRSA) untersucht. Die Zusammenstellung unter- 
suchten Peptoide ist in Tabelle 10 dargestellt. 


Tabelle 10: Peptoidnummer, Sequenz, Molekulargewicht und antimikrobielle Aktivitat 
gegen S. aureus ATCC 29737 der Peptoide aller in Kapitel 2.1 vorgestellten Peptoid- 
bibliotheken. 


Verbindung/ MHK’, uM 
Bibliothek S. aureus 

ATCC DM DM DM DR 

29737 4299 0004583R 21455 09808R 
Peptoidbibliothek 1° 
198 6,3 1,6 <1,6 <1,6 6,3 
200 6,3 12,5 6,3 6,3 12,5 
Peptoidbibliothek 2* 
293 1,6 6.25 3,1 31 6,3 
297 1,6 3,1 3,1 3.1 3,1 
321 1,6 6,3 <1.6 3,1 3,1 
322 3,13 12,5 6,3 12,5 12,5 
324 1,6 12,5 3,1 6,3 6,3 
Peptoidbibliothek 3° 
360 3,1 6,3 3,1 3,1 6,3 
361 3,1 12,5 6.,5 6,3 6,3 
374 1,6 3,1 <1,6 <1,6 3,1 
378 1,6 <1,6 <1,6 <1,6 <1,6 
Peptoidbibliothek Oktamere* 
414 3,1 6,3 6,3 6,3 6,3 
415 3,1 6,3 3,1 3,1 6,3 
Peptoidbibliothek Dodekamere* 
422 25 25 25 100 25 
423 7100 7100 7100 7100 7100 


* MHK,,, 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 
> Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 21. 

* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 1. 

4 Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 2. 


* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 3. 
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Die untersuchten Peptoide der Peptoidbibliothek 1 zeigen eine starke anti- 
mikrobielle Wirkung gegen die verwendeten MRSA Bakterien («12,5 uM). 
Besonders Peptoid 198 zeigte eine verstärke antimikrobielle Wirkung gegen 
MRSA gegenüber S. aureus ATCC 29737. Ebenfalls eine stark hemmende 
Wirkung konnte bei Peptoidbibliothek 2 festgestellt werden. Allerdings lagen 
alle MRSA MHK,,-Werte über den MHK „Werten von S. aureus. Dieser Effekt 
konnte auch bei Peptoidbibliothek 3 detektiert werden. Lediglich bei Peptoid 
378 ist eine starke antimikrobielle Wirkung von «1,6 uM feststellbar. MRSA- 
Erreger sprechen ebenfalls auf Peptoide mit 8 Seitenketten an (3,1 uM und 6,3 
uM). Dodekamere wirken kaum oder gar nicht antimikrobiell gegen MRSA 
(25 uM und 7100 uM). 


2.5 Antimikrobielle Aktivität gegen 
gram-negative Bakterien 


Alle Peptoidbibliotheken wurden auf die antimikrobielle Aktivitát gegen die 
gramnegativen Bakterien Е. coli ATCC 35218 und P aeruginosa PAO1, sowie 
K. pneumoniae untersucht. 


2.5.1 — Antimikrobielle Aktivität gegen Escherichia coli und 
Pseudomonas aeruginosa 


Extraintestinale pathogene Stämme von E coli (ExPEC) sind häufige Krank- 
heitserreger und verursachen Infektionen mit unterschiedlichem Schweregrad 
(Russo und Johnson 2000). Sie sind für 70 bis 90% der akuten ambulant erwor- 
benen unkomplizierten Harninfektionen, 8596 der Fálle von asymptomatischer 
Bakteriämie und >60% der rezidivierenden Blasenentzündungsinfektionen 
verantwortlich (Foxman und Brown 2003). Die erfolgreiche Behandlung wird 
zudem durch eine Zunahme von antibiotikaresistenten Stámmen erschwert. 
Neben Е. coli wurden bei Patienten mit urologischen Erkrankungen auch an- 
dere Enterobacteriaceae, Enterococcus spp. und Pseudomonas aeruginosa 
diagnostiziert. Die Resistenz gegen Mikroben entwickelt sich alarmierend 
schnell, wobei länderspezifische Resistenzraten im Verhältnis zur Menge der 
verwendeten Antibiotika stehen. Daher wurden alle Peptoidbibliotheken auf 
die antimikrobielle Aktivität gegen E. coli ATCC 35218 und P. aeruginosa 
PAOI untersucht. 
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Tabelle 11: Peptoidnummer, Sequenz, Molekulargewicht und antimikrobielle Aktivitat 
gegen E coli ATCC 35218 und P. aeruginosa PAO] aller in Kapitel 2.1 vorgestellten 


Peptoidbibliotheken. 
Peptoid/ Sequenz MW? МНК, МНК, 
Bibliothek E. coli P. aeruginosa 
ATCC 35218 PAOI 
[g/mol] [uM] [mg/ml] [uM] [pg/ml] 

Peptoidbibliothek 1 

Keine antimikrobielle Aktivität gegen Е. coli - 2200 2200 2200 200 
Peptoidbibliothek 2 

Keine antimikrobielle Aktivität gegen Е. coli - 2200 2200 2200 200 
Peptoidbibliothek 3 

Keine antimikrobielle Aktivität gegen E coli - 2200 2200 2200 200 
Peptoidbibliothek Oktamere 

Keine antimikrobielle Aktivität gegen E coli - 2200 2200 2200 200 
Pentamer* 

418 H-Ntridec-NLys-Nspe-Nspe-NLys-NH, 835,19 12,5 10,4 25 20,9 
Nonamere* 

H-Nlys-Nlys-Nlys-Nlys-Ntrp- 
419 Nirp-Nirp-Nirp-Nile-NH, 1443,86 222 32 22,2 32 
H-Nlys-Ntrp-Nlys-Nlys-Ntrp- 

420 Ntrp-Mlys-Ntrp-Nphe-NH, 1477,87 10,8 16 10,8 16 
Undekamere* 

421 H-(NLys-Nspe-Nspe),-NLys-Nspe-NH, 1658,16 6,3 10,4 25 41,5 
Dodekamere* 

H-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-Nphe-Nprg- 
422 Npcb-Npcb-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-NH, 1833,58 25 45,84 >100 >183,4 
H-Nphe-Nprg-Nprg-Nphe-Nphe-Nprg- 
423 Nprg-Nphe-Nphe-Nprg-Nprg-NH, 1730,5 >100 >173 >100 >173 
424 H-(NLys-Nspe-Nspe),-NH, 1819,36 3,13/6,3 . 12, 22,7 
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Peptoid/ Sequenz Mw? MHK МНК, 
Bibliothek E. coli P. aeruginosa 
ATCC 35218 PAOI 


[g/mol] [RM] [ng/ml] [uM] [ng/ml] 


Tobramycin C,,H,,N.O, 467,51 1,6 0,75 1,6 0,75 

Melittin GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 2846,7 12,5 356 ND! ND 

Magainin-2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS 2467,1 12,5 56,2 Ed 524 
3,1/ 7,7/ 

LL-37 KRIVQRIKDFLRNLVPRTES 4493,6 63 155 ND ND 

Indolicidin ILPWKWPWWPWRR 1906,33 16 32 16 32 


a Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 3. 
^ MW, Molekulargewicht. 
° MHK,,, 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 


90° 


* ND, Nicht determiniert. 


Die Peptoide aus Peptoidbibliothek 1, 2 und 3, sowie alle Oktamere zeigten kei- 
ne hemmende Wirkung gegen E. coli ATCC 35218 und P. aeruginosa PAOI. 
Lediglich die Peptoide 421 und 424 zeigte eine antimikrobielle Wirkung gegen 
E. coli ATCC 35218 mit einer МНК, «10 uM. Gegen P. aeruginosa PAOI 
konnte eine antimikrobielle Wirkung bei den Peptoiden 420 (10,8 uM) und 
424 (12,5 uM) festgestellt werden. 


Da Peptoid 424 besonders stark antimikrobielle gegen E. coli wirkte, wurde 
untersucht, wann dieses Peptoid seine hemmende Wirkung vollzieht. Dabei 
konnte festgestellt werden, dass dieses Dodekamere nach Inkubation <2 h 
mit dem Peptoid das Bakterium tótet und somit stark bakterizid wirkt (Ab- 
bildung 27). 
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Abbildung 27: Kolonieformende Units (CFU) von E coli ATCC 35218 nach Inkuba- 
tion mit dem antimikrobiell aktiven Peptoiden 424. Bakterien wurden mit 1x, 2x und 
4х МНК, Konzentration behandelt. Das Experiment wurde in dreifacher Ausfertigung 
durchgeführt und die bakteriziden bzw. bakteriostatische Wirkung wurden als Mittel- 
wert Lg (CFU/ml) + Standardabweichungen ausgedrückt. 


2.5.0  Antimikrobielle Aktivität gegen Klebsiella 
pneumoniae 


Klebsiella verursacht eine Vielzahl von Infektionen, einschlieflich Lungen- 
entzündungen, Harnwegsinfektionen, Bakteriämie und Leberabszesse. In der 
Vergangenheit hat K. pneumoniae vor allem bei immungeschwáchten Perso- 
nen schwere Infektionen verursacht, aber das Auftauchen und die Ausbreitung 
hypervirulenter Stämme in jüngster Zeit haben die Zahl der anfälligen Per- 
sonen auf gesunde und immunschwache Personen ausgeweitet. Darüber hi- 
naus sind K. pneumoniae-Stämme zunehmend resistenter gegen Antibiotika 
geworden, was eine Infektion durch diese Stämme für die Behandlung extrem 
schwierig macht. Vor allem die Resistenz bei Klebsiella gegen Carbapenem 
stellt eine große Herausforderung dar, da es bisher keine Alternative zur Be- 
handlung Carbapenem-resistenter Erreger gibt und solche Infektionen zwangs- 
läufig zum Tod führen. 


Die antimikrobiell aktiven Peptoide 198, 293 und 418 wurden auf die antimik- 
robielle Aktivität gegen K. pneumoniae untersucht. Dabei wurden zwei unter- 
schiedliche Klebsiella Stämme verwendet: Zum einen der Carbapenem sensiti- 
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ve Stamm NIH-1 wkp14 und zum anderen der pan-resistente Stamm AR-0666 
wkp12. Die verwendeten waren dabei neuartige biolumineszente Stámme, die 
eine in vivo Detektion bei späteren Experimenten möglich machen würde. Die 
Ergebnisse der antimikrobiellen Aktivität gegen die zwei genannten Stämme 
sind in Tabelle 12 dargestellt. 


Tabelle 12: Antimikrobielle Aktivität gegen Klebsiella NIH-1 Ykp14 und Klebsiella 
AR-0666 Ykp12 der Peptoidbibliothek 1, 2, 3, Pentamer und Dodekamere. 


Peptoid/ Sequenz MW: MHK,” MHK,,” 
Bibliothek K. pneumoniae К. pneumoniae 
NIH-1* AR-0666° 
Ykp14 Ykpl2 


[g/mol] [RM] [mg/m] [nM] [ug/ml] 


Peptoidbibliothek 1* 


198 Nphe-Nprg-Npcb-Npcb 1046,5 2244,06 0256 2244,66 256 
Peptoidbibliothek 2 * 

293 Npfb-Npfb-Nphe-Nphe 1067,27 239,9 256 239.9 256 
Pentamer* 

418 Ntridec-NLys-Nspe-Nspe-NLys 835,19 2306, 256  Á 2306, 2256 
Dodekamer* 

424 H-(NLys-Nspe-Nspe),-NH, 1819,36 17,6 32 17,6 32 

Vancomycin C,,H,,CLN,O,, 1449,3 0,04 0,06 11 16 

Meropenem С,,Н, М,0,5 437,51 >2926 >128 >2926 >128 


*MW, Molekulargewicht. 

^ MHK,,, 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 

* K. pneumoniae NIH-1, nicht Carbapenemase produzierend (KPC negative), antibiotisch sensiti- 
ver Stamm erhalten von NIH. 

4 K. pneumoniae AR-0666, Carbapenemase produzierend (KPC positive), extensiver multiresiste- 
ner Stamm erhalten von CDC. 

* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 21. 

‘Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 1. 

£ Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 4. 


Das chirale Dodekamer 424 besaf) von den untersuchten Peptoiden die hóchs- 
te antimikrobielle Wirkung (17,6 uM) gegen den pan-resistenten Klebsiella 
Stamm AR0666. Alle anderen untersuchten Peptoide verfügen über eine ext- 
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rem schwache bis keine hemmende Wirkung. Auffallend war zudem, dass bei 
allen untersuchten Peptoiden und Stämmen das Bakterienwachstum zunächst 
nicht hemmend wirkte, sondern zuerst ein Wachstumsanstieg zu verzeichnen 


war (Abbildung 28). 
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Abbildung 28: Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitát der Peptoide 198, 293 418 
und 424 gegen Carbapenem-sensitive Klebsiella NIH-1 wkp14 und Carbapenem-re- 


sistente Klebsiella AR-0666 wkp12. 
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2.6 Ampetoids gegen Mycobacteria 


Wie bereits oben erwähnt, ist ein Drittel der Weltbevölkerung mit TB infi- 
ziert. Dabei ist TB eine schwer kontrollierbare und meist eine tódlich endende 
Krankheit. Die Behandlung von TB wird durch das Auftreten von Arzneimit- 
telresistenzen erschwert. Multiresistente Tuberkulose (MDR-TB) ist zuneh- 
mend verbreitet. Muster der Arzneimittelresistenz unterscheiden sich zudem 
je nach Mykobakterium Stamm. Angesichts der geringen Erfolgsraten in der 
klinischen Entwicklung neuer TBMedikamente ist es dringend erforderlich, 
strukturell neuartige antimikrobielle Mittel gegen TB zu identifizieren. Daher 
wurden die antimikrobiell aktiven Peptoide gegen S. aureus ATCC 29737 die 
antimikrobielle Aktivität gegen M. bovis, M. chelonae, M. abscessus und M. 
intracellulare untersucht (Tabelle 13). 


Tabelle 13: Antimikrobielle Aktivität gegen Mycobacterium der Peptoidbibliothek 1,2,3, 
Oktamere, Nonamer, Undekamer und Dodekamere. 


Peptoid/ MHK’, ug/ml 


Bibliothek M. bovis M. chelonae M. abscessus M. intracellulare 


Peptoidbibliothek 1° 


54 10 20 >150 >150 
72 20 37,5 2150 2150 
198 10 20 7150 7150 
200 37.5 2150 2150 2150 
Peptoidbibliothek 2° 

293 20 75 7150 7150 
297 20 37,5 2150 120 
321 10 37,5 2150 120 
322 10 18 >150 150 
324 20 75 >150 150 
Peptoidbibliothek 34 

360 20 75 150 80 
361 20 75 >150 150 
374 20 20 150 40 
378 20 20 150 40 
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Peptoid/ MHK,^, ug/ml 


Bibliothek M. bovis M. chelonae M. abscessus M. intracellulare 


Peptoidbibliothek Oktamere* 


403 >75 37,5 73 ND: 
404 37,5 37,5 37,5 ND 
414 >75 37,5 37,5 ND 
415 37,5 37,5 75 ND 
Nonamer* 

420 >125 ND ND ND 
Undecamer* 

421 >125 ND ND ND 
Dodecamer ‘ 

424 >125 ND ND ND 
Antibiotika 

Rifampicin 2,3 ND ND 1,1 

Isoniazid 2,3 ND ND ND 
Clarithromycin ND 75 ND 


MHK, 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006) 


90° 


> Sequenz, Farb-und Zahlencode іп Tabelle 21. 
* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 1. 
4 Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 2. 
* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 3. 
"Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 4. 

* ND, Nicht determiniert 


M. bovis ist Erreger der TB bei Rindern und kann auch auf den Menschen 
sowie andere Haustiere übertragen werden (Morris et al. 1994). Das Pepto- 
id 198 aus Peptoidbibliothek 1 und die Peptoide 293 und 321 aus Peptoid- 
bibliothek 2, sowie die Peptoide 374 und 378 aus Peptoidbibliothek 3 wiesen 
eine antimikrobielle Aktivität gegen M. bovis (МНК, 10-20 ug/ml) auf. Ok- 
tamere und langkettige Peptoide waren kaum bis nicht antimikrobiell aktiv. 
Zu den atypischen Mykobakterien gehóren M. chelonae und M. intracellula- 
re, welche ubiquitér vorkommen und zu Krankheiten führen, die oft ahnlich 
wie TB verlaufen und deshalb als atypisch bezeichnet werden. M. chelonae 
und M intracellulare führen vor allem zu Haut- und Weichteilmanifestatio- 
nen. Im Vergleich zu den typischen Mykobakterien kónnen sich atypische 
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zum einen schneller vermehren, zum anderen zeigen sie eine stárkere Resis- 
tenz gegenüber Antibiotika (Rosenzweig 1979, Brown et al. 1992). Lediglich 
die Peptoide 54 und 198 zeigten eine sehr schwache antimikrobielle Aktivitat 
gegen M. chelonae mit 20 ug/ml. Gegen M. intracellulare waren hingegen 
die Peptoide 374 und 378 antimikrobiell mit einem MHK,, Wert von 40 uM 
aktiv. Das schnell wachsende Mykobakterium M. abscessus gewann Anfang 
der 90er Jahre als Krankheitserreger an Bedeutung. M. abscessus verursacht 
hauptsáchlich Lungeninfektionen in gefáhrdeten Bevólkerungsgruppen, wie 
beispielsweise Patienten mit Mukoviszidose, aber auch Haut-, Weichteil- 
sowie Augeninfektionen (Mukherjee et al. 2017). Gegen M. abscessus wa- 
ren alle getesteten Peptoide nur bei sehr hohen Konzentrationen 737,5 ug/ml 
aktiv. 


2.6. Synergistischer Effekt von antimikrobiellen 
Peptoiden, Isoniazid und Rifampicin gegen 
Mycobacterium bovis 


Interaktiver Effekte zwischen Molekülen kónnen einen Krankheitsverlauf 
stark beeinflussen. Oft werden Infektionen mit multiresistenten Bakterien mit 
Kombinationen von Antibiotika behandelt, um die Infektion schneller und effi- 
zienter zu bekämpfen. Dabei wurden im Vorfeld durch in vitro Tests, die positi- 
ve Wechselwirkung von zwei antimikrobiell agierende Substanzen untersucht. 
Dafür gibt es viele experimentelle Modelle, um solche Kombinationseffekte 
zu messen. Eine der bekanntesten und einfachsten Formen solcher Tests ist das 
„Schachbrett“-Experiment, bei dem eine zweidimensionale Anordnung von 
Konzentrationsserien der Testverbindungen als Grundlage für die Berechnung 
eines fraktionellen Hemmkonzentrationsindex (FICI) verwendet wird (Odds 
2003). Einen FICI-Wert von <0,5 belegt, dass zwei gepaarte Wirkstoffkom- 
binationen eine synergistische Hemmwirkung ausüben, die größer ist, als die 
Summe ihrer Wirkungen allein. Ab einem FICI-Wert zwischen 0,6 und 1,9 
wird von einem additiven Effekt gesprochen. FICI-Werte > 2,0 zeigen, dass die 
Wirkstoffkombination antagonistisch wirkt. 


5 potente Peptoide konnten gegen M. bovis in Kapitel 2.6 identifiziert werden 
und wurden auf einen synergistischen Effekt mit den Antibiotika Rifampicin 
und Isoniazid getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 dargelegt. 
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Tabelle 14: Synergistischer Effekt der antimikrobiell aktiven Peptoide gegen M. bovis. 


Nr. MHK,,", ug/ml 
M bovis Kombination Kombination Kombination ISO RIF 

Peptoid? 150° RIF? Peptoid ISO RIF ЕІСІ КІСІ 
Peptoidbibliothek 1* 
198 20 3,2 0,00125 10 1,6 0,0009 1 1,25 
Peptoidbibliothek 2^ 
293 20 3,2 0,003 0,15 1,6 0,0019 0,5 0,64 
321 20 3,22 0,00125 0,15 1,6 0,0019 0,5 1,5 
Peptoidbibliothek 3' 
374 20 3,22 0,00125 10 1,6 0,0019 1 2 
378 10 3,2 0,00125 10 1,6 0,0019 1,5 25 


"MHK... 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 


90° 


° МНК, Peptoid allein. 

° ISO, Isoniazid, МНК, Isoniazid allein. 

* RIF, Rifampicin, МНК, Rifampicin allein. 

* Fractional inhibitory concentration index Peptoid und Isoniazid. 
TFractional inhibitory concentration index Peptoid und Rifampicin. 
* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 21. 

^ Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 1. 

! Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 2. 


Einen synergistischen Effekt besitzen die Peptoide 293 und 321 in Kombina- 
tion mit dem Antibiotikum Isoniazid (FICI 0,5). Einen additiven Effekt wiesen 
die Peptoide 198, 374 und 378 in Kombination mit Isoniazid auf (FICI 1-1,5). 
Ebenfalls einen additiven Effekt in Kombination mit Rifampicin konnte bei 
den Peptoiden 198, 293, und 321 festgestellt werden (FICI 0,6-1,5). Einen 
antagonistischen Effekt konnte bei einer Kombination aus Rifampicin und den 
Peptoiden 374 und 378 bestimmt werden (FICI 2-2,5). 


27 | Antimikrobielle Aktivität gegen 
Candida albicans 


Neben den bakteriellen Infektionen stellen uns auch immer wieder Pilzinfek- 
tionen vor großen Herausforderungen. In der Theorie sind alle Menschen sind 
mit dem Pilz C. albicans besiedelt, der bei manchen Menschen zu einem erns- 
ten, lebensbedrohlichen Krankheitserreger werden kann. C. albicans besitzt 
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ein ganzes Arsenal von Merkmalen, die seine Pathogenität fördern, einschließ- 
lich des Phänotypwechsels (Alby und Bennett 2009), des Hefe-Hyphen-Über- 
gangs (Kumamoto und Vinces 2005) und der Sekretion von Molekülen, die 
die Adhásion an abiotischen Oberflächen fördern (Chandra et al. 2001). Dem- 
entsprechend besteht ein kompliziertes Gleichgewicht zwischen der Fáhigkeit 
von C. albicans, in das Wirtsgewebe einzudringen, und den Abwehrmechanis- 
men des Wirts (Kim und Sudbery 2011, Kumamoto und Pierce 2011). Eine 
Veränderung dieses empfindlichen Wirt-Pilz-Gleichgewichts kann zu einer 
hohen Patientensterblichkeit führen (Pittet et al. 1994, Charles et al. 2003). 
Systemische C. albicans-Infektionen sind in 42% der Fálle tódlich (Wisp-ling- 
hoff et al. 2003). Trotz der Anwendung von Antimykotika ist C. albicans die 
vierthäufigste Infektion in Krankenhäusern (Gudlaugsson et al. 2003, Pappas 
et al. 2003). Daher wurden alle Peptoidbibliotheken auf die antimikrobielle 
Aktivitát gegen C. albicans ATCC 10231 untersucht. 


Tabelle 15: Peptoidnummer, Sequenz, Molekulargewicht und antimikrobielle Aktivitat 
gegen C. albicans ATCC 10231 aller in Kapitel 2.1 vorgestellten Peptoidbibliotheken. 


Peptoid/ Sequenz MW: MHK, 
Bibliothek C. albicans 
ATCC 10231 


[g/mol] [uM] [ug/ml] 


Peptoidbibliothek 1 


Keine antimikrobielle Aktivität gegen C. albicans - >200 >200 
Peptoidbibliothek 2 

Keine antimikrobielle Aktivität gegen C. albicans - >200 >200 
Peptoidbibliothek 3 

Keine antimikrobielle Aktivität gegen C. albicans - >200 >200 
Peptoidbibliothek Oktamere 

Keine antimikrobielle Aktivität gegen C. albicans - >200 >200 
Pentamer* 

418 H-Ntridec-NLys-Nspe-Nspe-NLys-NH, 835,19 16,8 14 
Nonamere* 

419 H-Mlys-Nlys-Nlys-Nlys-Ntrp-Ntrp-Mtrp-Mtrp-Nile-NH, 1443,86 МГ“ ND 
420 H-Nlys-Ntrp-Nlys-Nlys-Ntrp-Ntrp-Nlys-Ntrp-Nphe-NH, 1477,87 ND ND 
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Peptoid/ Sequenz MW: МНК,” 
Bibliothek C. albicans 
ATCC 10231 


[g/mol] [uM] [ug/ml] 


Undekamere® 
421 H-(NLys-Nspe-Nspe),-NLys-Nspe NH, 1658,16 ND ND 
Dodekamere® 
H-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-Nphe-Nprg- 
> > 
2 Npcb-Npcb-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-NH, 1833,38 200 200 
H-Nphe-Nprg-Nprg-Nphe-Nphe-Nprg- 
> > 
423 Nprg-Nphe-Nphe-Nprg-Nprg-NH, 1730,25 200 200 
424 H-(NLys-Nspe-Nspe),-NH, 1819,36 8,1 14,7 
Melittin GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH, 2846,7 1:5 4,5 


* MW, Molekulargewicht. 
^ MHK... 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 


90? 


* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 4. 
№”, Nicht determiniert. 


Die Peptoide aus Peptoidbibliothek 1, 2 und 3, sowie alle Oktamere zeig- 
te keine hemmende Wirkung gegen C. albicans. Lediglich Peptoid 418 und 
424 zeigte eine antimikrobielle Wirkung gegen C. albicans bei 16,8 uM und 
8,1 uM. 


2.8 Zytotoxizität von antimikrobiellen Peptoiden 


Eine geringe zytotoxische Wirkung für Arzneimittel ist von großer Bedeutung, 
um das Ausmaf an Nebenwirkungen auf ein Minimum zu halten. Ins beson- 
dere neuere Antibiotika, wie das Fluorchinolon Ciprofloxacin besitzen eine 
nachgewiesene Neuro-und Hepatozytotoxizitat (Schwartz und Calvert 1990, 
Polson 2007). Um zu untersuchen, ob die ausgewáhlten antimikrobiell akti- 
ven Peptoide eine zytotoxische Aktivitát besitzen, wurden HepG2 Zellen mit 
verschiedenen Peptoidkonzentrationen behandelt. HepG2 Zellen sind Leber- 
karzinomzellen und eignen sich für die Bestimmung der Zytotoxizität von 
antimikrobiell wirkenden Substanzen, da diese im humanen Kórper über die 
Leber verstoffwechselt werden. Die Viabilitát ist in Abbildung 29 dargestellt. 
Die Bestimmung der letalen Dosis bei 50% (LD,,) wurde mit Hilfe des MTS- 
Assays durchgeführt. Dafür wurden 2x10* Zellen mit Peptoidkonzentration 
für 24 h inkubiert. Lebende Zellen sind in der Lage den MTS Tetrazolium 
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Farbstoff intrazellulär in den blauen Farbstoff Formazan zu reduzieren. Diese 
Umwandlung geschieht vermutlich durch NAD(P)H-abhángige Dehydrogena- 
seenzyme in metabolisch aktiven Zellen. Der von den lebensfähigen Zellen 
produzierte blaue Formazan-Farbstoff kann durch Messen der Absorption bei 
490—500 nm quantifiziert werden. Peptoide 72 und 200 aus Peptoidbibliothek 
1 zeigten keine zytotoxische Aktivität. Hingegen besaßen die Peptoide 54 und 
198 einen zytotoxischen Wert (LD,,) von 12,5 рМ. Der МНК, Wert für diese 
Peptoide liegt bei 6,3 uM. Bei dieser Konzentration hátten die Zellen immer 
noch eine Viabilität von >75%. Die Peptoide 293 und 297 aus Peptoidbiblio- 
thek 2 hatten einen LD. -Wert von 12,5 uM. Der МНК, Wert lag bei beiden 
Peptoiden bei 1,6 uM und liegt somit unter dem LD,,-Wert und kann aufgrund 
dessen vernachlássigt werden. Die Peptoide 321, 322, 324 und 332, ebenfalls 
aus Peptoidbibliothek 2 zeigten keinen signifikanten zytotoxischen Effekt. In 
Peptoidbibliothek 3 zeigte das Peptoid 378 einen LD,, Wert bei einer Kon- 
zentration von 25 uM. Hingegen wiesen die Peptoide 360, 361 und 374 keine 
messbare zytotoxische Aktivität bei 225 M auf. Ebenfalls zeigten Oktamere 
keine Zytotoxizität. Insgesamt hatten alle antimikrobiell aktiven Peptoide eine 
geringe bis keine zytotoxische Wirkung auf die Sáugerzellen und stellen somit 
eine mógliche Alternative zu Antibiotika dar. 
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Abbildung 29: Zytotoxische Aktivität von antimikrobiell aktiven Peptoiden gegen S. 
aureus. HepG2 Zellen wurden mit antimikrobiell aktiven Peptoiden aus Peptoidbiblio- 
thek 1 (a), Peptoidbibliothek 2 (b), Peptoidbibliothek 3 (c) und Peptoidbibliothek Okta- 
mere (d) behandelt und anschließend die Viabilität gemessen. 
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2.9 Hämolytische Aktivität von antimikrobiellen 
Peptoiden 


Eine geringe hämolytische Wirkung für Arzneimittel ist von großer Bedeu- 
tung, um das Ausmaß an Nebenwirkungen im Körper auf ein Minimum zu 
halten. Zudem ist es wichtig, dass antimikrobiell aktive Peptoide bei einer 
drohenden Sepsis Erythrozyten im Blutkreislauf nicht zusátzlich beschádigen 
(Kempe et al. 2007). Um zu untersuchen, ob die ausgewählten antimikrobiell 
aktiven Peptoide eine hámolytische Aktivitát besitzen, wurden humane Eryth- 
rozyten mit verschiedenen Peptoidkonzentrationen behandelt. Die Resultate 
des Hámolyse Assays ist in Abbildung 30. dargestellt. Für die Evaluierung 
der hámolytischen Aktivität wurden frische humane Erythrozyten mit Peptoid- 
konzentration für 24 h behandelt. Danach wurden die Erythrozyten abzentrifu- 
giert und der Überstand wurde bei 540 nm photometrisch gemessen. Bei einer 
hámolytischen Aktivitát platzen die Erythrozyten und das Hámoglobin farbt 
den Überstand rot. Die Peptoide 54, 72, 198 und 200 aus Peptoidbibliothek 1 
hatten eine 50%-ige hámolytische Dosis (HD,,) bei einer Behandlung mit 12,5 
uM Peptoid. Die MHK,, Werte dieser Peptoide lagen bei 6,3 uM und würden 
demnach eine Viabilitát der Erythrozyten bei >75% aufweisen. Die Peptoide 
297, 321, 322 und 324 aus Peptoidbibliothek 2 haben einen HD,,-Wert von 
ebenfalls 12,5 uM. Die МНК, Werte dieser Peptoide lagen zwischen 1,6 yM 
und 3,1 uM und würden demnach eine Viabilität der Erythrozyten bei >60% 
aufweisen. Das Peptoid 293 aus Peptoidbibliothek 2 war nicht hámolytisch 
aktiv. Aus Peptoidbibliothek 3 ist das Peptoid 361 ebenfalls nicht hämolytisch 
aktiv. Hingegen sind die Peptoide 360 und 378 bei einer Behandlung mit 12,5 
uM Peptoid hämolytisch aktiv. Die MHK,, Werte dieser Peptoide lagen bei 
3,1 uM und 1,6 uM und würden demnach eine Viabilität der Erythrozyten bei 
100% aufweisen. Peptoid 374 hat einen HD,, Wert von 3,1 uM und hat so- 
mit die stärkste gemessene hämolytische Aktivität. In Anbetracht des MHK,,- 
Werts von 1,5 uM lag der HD,,-Wert bei Peptoid 374 immer noch über dem 
HD., Wert. Die HD,,- Werte aller gemessenen antimikrobiell aktiven Peptoide 
lagen unter dem MHK,,-Wert des jeweiligen Peptoids. 
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Abbildung 30: Hämolytische Aktivität von antimikrobielle aktiven Peptoiden gegen S. 
aureus. Humane Erythrozyten wurden mit antimikrobiell aktiven Peptoiden aus Pepto- 
idbibliothek 1 (a), Peptoidbibliothek 2 (b), Peptoidbibliothek 3 (c) und Peptoidbiblio- 
thek Oktamere (d) behandelt und anschließen die Viabilität gemessen. 


96 


2.10 Membranpermeabilisierung von Ampetoids 


2.10 Membranpermeabilisierung von Ampetoids 


Um zu untersuchen, ob die ausgewählten antimikrobiell aktiven Peptoide eine 
Membranpermeabilisierung von S. aureus ATCC 29737 bewirken, wurden 
verdünnte Übernachtkulturen mit IXMHK der Peptoide für 2 Stunden lang in- 
kubiert. Durchflusszytometrie wurde verwendet, um den Anteil der Bakterien- 
population zu messen, dessen Membran permeabilisiert wurde. Die Membran- 
aktivitát der Peptoide zeigte sich in der erfolgreichen Aufnahme von SYTOX 
Green, einem fluoreszierenden Farbstoff, der nur mit eingeschránkter Memb- 
ranintegrität in Zellen eindringen und intrazelluläre Nukleinsäuren anfärben 
kann. Während der durchflusszytometrischen Analyse konnte SYTOX Green 
einfach von den Rhodamin B markierten Peptoidmolekülen unterschieden 
werden. Im Vergleich zur Negativkontrolle führt die Behandlung mit allen 
ausgewählten Peptoiden zu einer SYTOX-Green Aufnahme eines Teils der 
Kulturen Abbildung 31. Der Prozentsatz der Zellen mit erfolgreicher Farb- 
stoffaufnahme variierte jedoch zwischen den Peptoiden. Während die Behand- 
lung mit den Peptoiden 198 und 378 die Membran von mehr als der Hälfte der 
Bakterienpopulation permeabilisierte (54,6% bzw. 54,4%), war die Membran- 
aktivität der Peptoide 200 und 374 weniger ausgeprägt (21,2% bzw. 34,7%). 
Die Peptoide 321 und 322 beeinflussten die Membran kaum, wodurch weniger 
als 10% der Kultur für SYTOX-Green durchlässig wurden. Die untersuchten 
Peptoide besitzen alle eine starke antimikrobielle Aktivität, wirken allerdings 
nicht aufgrund von Membrandisruption, da nicht alle Peptoide die Membran 
von S. aureus permeabilisieren. 
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Abbildung 31: Membranpermeabilisierung in S. aureus ATCC 29737 induziert durch 
antimikrobiell aktive Peptoide. Darstellung des prozentualen Anteils an SY TOX-Green 
gefürbten Zellen in der Kultur im Vergleich zu der Kontrolle. Flusszytometrie Histo- 
gramme sind im Appendix in Abbildung 48. 
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2.11 Lokalisation von Ampetoids in Zellen 


Ein Schlüssel für die pathogene Beständigkeit von Mtb ist die Überlebensfä- 
higkeit in Wirtsmakrophagen. Obwohl mehrere für dieses Überleben erforder- 
liche Faktoren identifiziert wurden, ist ein umfassendes Wissen über solche 
Faktoren und deren Zusammenwirken zur Manipulation der Wirtsumgebung 
zum Nutzen des Bakterienüberlebens nicht ausreichend erforscht (Barczak 
et al. 2017). Daher ist es besonders wichtig, dass der antimikrobielle Wirk- 
stoff auch innerhalb von infizierten Zellen penetrieren kann, um dort dessen 
Wirkung freizusetzen. Um die zellpenetrierende Eigenschaft der Ampetoids 
zu untersuchen, wurde die zelluláre Aufnahme in Hela und RAW Makro- 
phagen untersucht. Für die Untersuchung wurde exemplarisch die gegen 5. 
aureus ATCC 29737 antimikrobiell aktiven Peptoide 198,200, 414, 415, 
293,297,321,322,324,360,361,374 und 378 gewählt. 
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Abbildung 32: Zelluláre Aufnahme der antimikrobiell aktiven Peptoide 198, 200, 414 
und 415 in Hela Zellen. 1x10* Hela Zellen wurden mit 10 uM Peptoid für 24 h bei 
37°C inkubiert. Mitochondrien wurden mit 125 nM MitoTracker® Green und Zellkerne 
wurden mit 2 ug/ml Hoechst 33342 Fluoreszenz markiert. Die intrazelluläre Akkumu- 
lation der Peptoide wurde mittels Konfokalmikroskopie (Leica TCS-SPE, Objektiv: 
ACS APO 63x/1,3 OIL) bei folgenden Wellenlängen aufgenommen: Hoechst 33342: 
Ex.: 405 nm, Em.: 417-468 nm; Mitotracker® Green: Ex.: 488 nm, Em.: 499-552 nm; 
Peptoid: Ex.: 561 nm, Em.: 593-696 nm. Maßstab: 20 um. 


Die Tetramere 198 und 200, sowie die Oktamere 414 und 415 penetrieren in 
Hela Zellen (Abbildung 32). Dabei konnten Peptoide identifiziert werden, die 
in den Mitochondrien akkumulieren. Zusätzlich zur mitochondrialen Aufnah- 
men wurden die Oktamere 414 und 415 in den Endosomen lokalisiert. Dies 
könnte an dem geringen Anteil der Seitenketten Npcb liegen. 
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Abbildung 33: Zelluláre Aufnahme der antimikrobiell aktiven Peptoide aus Peptoid- 
bibliothek 2 in Hela Zellen. 1x10* Hela Zellen wurden mit 10 uM Peptoid für 24 h bei 
37°C inkubiert. Mitochondrien wurden mit 125 nM MitoTracker® Green und Zellkerne 
wurden mit 2 ug/ml Hoechst 33342 Fluoreszenz markiert. Die intrazelluläre Akkumu- 
lation der Peptoide wurde mittels Konfokalmikroskopie (Leica TCS-SPE, Objektiv: 
ACS APO 63x/1,3 OIL) bei folgenden Wellenlängen aufgenommen: Hoechst 33342: 
Ex.: 405 nm, Em.: 417-468 nm; Mitotracker® Green: Ex.: 488 nm, Em.: 499-552 nm; 
Peptoid: Ex.: 561 nm, Em.: 593-696 nm. Maßstab: 20 um. 
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Die Tetramere 293,297,321,322 und 324 penetrierten in Hela Zellen (Abbil- 
dung 33). Dabei waren die Peptoide 293,297,321 und 324 ausschließlich in 
den Zellen innerhalb der Mitochondrien lokalisiert. Peptoid 322 hingegen rei- 
cherte sich ausschließlich in den Endosomen an. Eine strukturelle Kongruenz 
in Bezug auf die Lokalisation der Peptoide ist bei dieser Bibliothek nicht er- 


kennbar. 
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Abbildung 34: Zelluläre Aufnahme der antimikrobiell aktiven Peptoide aus Peptoid- 
bibliothek 3 in Hela Zellen. 1x10* Hela Zellen wurden mit 10 uM Peptoid für 24 h bei 
37°C inkubiert. Mitochondrien wurden mit 125 nM MitoTracker® Green und Zellkerne 
wurden mit 2 ug/ml Hoechst 33342 Fluoreszenz markiert. Die intrazelluläre Akkumu- 
lation der Peptoide wurde mittels Konfokalmikroskopie (Leica TCS-SPE, Objektiv: 
ACS APO 63x/1,3 OIL) bei folgenden Wellenlängen aufgenommen: Hoechst 33342: 
Ex.: 405 nm, Em.: 417-468 nm; Mitotracker® Green: Ex.: 488 nm, Em.: 499-552 nm; 
Peptoid: Ex.: 561 nm, Em.: 593-696 nm. MaBstab: 20 um. 
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Die antimikrobiell aktiven Tetramere aus Peptoidbibliothek penetrierten in 
Hela Zellen (Abbildung 34). Dabei waren die Peptoide 360, 361, 374 und 378 
Peptoide ausschlieBlich in den Zellen innerhalb der Mitochondrien lokalisiert. 
Peptoid 374 hingegen reicherte sich neben den Mitochondrien auch in den 
Endosomen an. Es besteht aus den Amine Nhe, Npcb und Nprg, wobei Nhe als 
Doppelabfolge vorkommt. 


Neben der visuellen Analyse wurden die Signale von Peptoid und Mitotracker® 
Green durch Kreuzkorrelation mit Hilfe der Software Matlab? überprüft (Ab- 
bildung 35). 
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Abbildung 35: Kreuzkorrelation des rot/griin Signals fiir die antimikrobiell akti- 
ven Peptoide der Peptoidbibliothek 1 (a), Oktamere (a), Peptoidbibliothek 2 (b) und 
Peptoidbibliothek 3 (c). Übereinstimmung der mitochondrialen Signale (grün) und der 
peptoidischen Signale (rot). Dafür wurden die Pixel jedes Signals der zwei Kanále über 
die Kreuzkorrelation mit Hilfe von Matlab* überprüft. 


Die Peptoide 414, 415, 198, 200, 293, 297, 321,322, und 324in den Mitochon- 
drien. AusschlieBlich Peptoid 322 lokalisierte in den Endosomen. 
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Neben der Lokalisierung in Hela Zellen wurde auch überprüft, ob sich die 
Peptoide in Makrophagen anreichern (Abbildung 36). 
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Abbildung 36: Zelluläre Aufnahme der antimikrobiell aktiven Peptoide 198, 293 und 
278 in RAW264,7 Zellen. 3x10* RAW 264,7 Zellen wurden mit 10 uM Peptoidsus- 
pension für 24 h bei 37°C inkubiert. Mitochondrien wurden mit 125 nM MitoTracker* 
Green und Zellkerne wurden mit 2 ug/ml Hoechst 33342 Fluoreszenz markiert. Die 
intrazelluläre Akkumulation der Peptoide wurde mittels Konfokalmikroskopie (Leica 
TCS-SPE, Objektiv: ACS APO 63x/1,3 OIL) bei folgenden Wellenlängen aufgenom- 
men: Hoechst 33342: Ex.: 405 nm, Em.: 417-468 nm; Mitotracker® Green: Ex.: 488 nm, 
Em.: 499-552 nm; Peptoid: Ex.: 561 nm, Em.: 593-696 nm. Maßstabbalken: 20 um. 


Die Peptoide 198, 293 und 378 akkumulieren ebenfalls in den Mitochond- 
rien. Alle untersuchten Peptoide sind zellpenetrierend und kónnen somit ihre 
antimikrobielle Wirkung auch innerhalb der Zelle ausüben. Bakterien akku- 
mulieren meist in den Phagosomen. Damit die in Phagosomen befindlichen 
Bakterien trotzdem von der antimikrobiellen Wirkung der Peptoide gehemmt 
werden, kónnte diese durch móglicherweise entstehende ROS) inhibiert wer- 
den. Oxidativer Stress kónnen das Bakterienwachstum hemmen (Dharmaraja 
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2017). Bakterien, wie E. coli und lebensbedrohliche infektióse Krankheitserre- 
ger wie S. aureus und M. tuberculosis sind gegenüber Veränderungen in der 
intrazellulären oxidativen Umgebung empfindlich. Daher könnten kleine Mo- 
leküle, wie Peptoide die die Antioxidationsmittelkonzentrationen modulieren 
und / oder den intrazellulären ROS erhöhen, die zelluläre oxidative Umgebung 
stóren und den Zelltod induzieren und somit als neuartige Therapeutika dienen. 


2.12 Tumornekrosefaktor-a Stimulierung 


Der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) ist ein wichtiger Bestandteil des Immun- 
systems und somit ein wichtiger Faktor in der Immunabwehr gegen Bakterien. 
Er zählt in die Gruppe der Zytokine und ist ein zentraler Mediator bei der 
Immunantwort. TNFa wird von Monozyten und Makrophagen ausgeschüttet 
und wirkt im Körper als ein stark pyrogen. TNF-a zirkuliert im ganzen Kör- 
per als Reaktion auf Stimuli, wie Infektionserreger oder Gewebeverletzung, 
aktiviert Neutrophile, verändert die Eigenschaften vaskulärer Endothelzellen, 
reguliert die Stoffwechselaktivitäten in anderen Geweben und zeigt durch das 
Hervorrufen einer lokalisierten Blutgerinnung eine tumorizide Wirkung. TNF- 
a hemmt zudem die Lipoproteinlipaseaktivität, was zu Kachexie, einer physi- 
schen Erschöpfungserscheinung führen kann. Die Aktivierung von B-Zellen 
durch das Epstein-Barr-Virus kann durch TNF-a inhibiert werden (Boussiotis 
et al. 1994, Morrison et al. 2004, Parameswaran und Patial 2010). Aufgrund 
seiner vielfältigen Wirkungen im gesamten Immunsystem kann TNF-a eine 
Rolle bei der Pathogenese vieler Krankheitszustände spielen. 


Patienten, die mit Anti-TNF-a Medikamenten, wie Infliximab, ein Arznei- 
mittel gegen u. a. rheumatische Erkranken behandelt werden sind besonders 
anfällig für schwerwiegende bakterielle und virale Infektionen (Salliot et al. 
2007). Die am häufigsten befallene Organe sind dabei die des Atmungssys- 
tems, Haut- und Weichgewebe sowie der Harnweg (den Broeder et al. 2002, 
Keystone et al. 2004). 


Die Rolle von TNF-a in der menschlichen Immunantwort bei TB-infizierten 
Menschen ist bis heute unklar (Keane et al. 2001). Eine Hypothese ist, dass 
dieses Zytokin für einige Erscheinungsformen tuberkulöser Erkrankungen ver- 
antwortlich sein könnte. Darunter Gewichtsabnahme, nächtliches Schwitzen 
und Gewebezerstörung (Rook et al. 1987, Tramontana et al. 1995) . Im Gegen- 
satz zu Interferon-y und Interleukin-12 ist bei TNF-a keine schützende Rolle 
bei der humanen Immunantwort auf Mykobakterien bekannt (Newport et al. 
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1996, de Jong et al. 1998). In Mausmodellen jedoch spielt TNFa eine zentrale 
Rolle in der Wirtsreaktion gegen Tuberkulose, insbesondere bei der Granu- 
lombildung und der Eindämmung der Krankheit (Kindler et al. 1989, Flynn 
et al. 1995, Senaldi et al. 1996, Turner et al. 2001). Antikörper gegen TNF-a 
bewirken sogar eine Reaktivierung von TB in einem Mausmodell bei latenten 
Infektionen. (Mohan et al. 2001, Gerriets und Khaddour 2019). Daher ist es 
neben der antimikrobiellen Aktivität und der geringen Toxizität, sowie niedri- 
ger hämolytischen Aktivität von Ampetoids auch die TNF-a Stimulierung für 
die Bekämpfung von multiresistenten Bakterien von großer Bedeutung. Für 
die Untersuchung der TNF-a Stimulierung wurden 10 antimikrobiell aktive 
Peptoide ausgewählt und mit Hilfe des TNF-alpha ELISA Assay von Invitro- 
gen analysiert. Als positive Kontrollen dienten LPS, Polymyxin B, Colistin 
und Protegrin (Abbildung 37). 


Е E 


Tetram ere 


Oktam ere 


Abbildung 37: TNF-a Stimulierung von antimikrobiell aktiven Peptoide. 


2. Ergebnisse und Diskussion 


Es wurden 4 antimikrobiell aktive Tetramere aus der Peptoidbibliothek 1, 1 
antimikrobiell aktives Tetramer aus Peptoidbibliothek 2 und 3, sowie 4 Okta- 
mere zur Untersuchung der TNF-a Stimulierung ausgewählt. Hierbei handelt 
es sich um Peptoide die eine antimikrobielle Aktivität gegen S. aureus zeigten 
(siehe Kapitel 2.2). Dabei zeigte Peptoid 198 eine sehr starke Stimulation von 
über 150 pg/ml. Die Peptoide 293 und 374 zeigen eine leichte Stimulierung 
von TNF-a mit etwa 70 pg/ml. Keines der Oktamere zeigte eine TNF-a Sti- 
mulierung. Dabei korrelierte diese Nicht-Stimulierung mit der sehr schwachen 
antimikrobiellen Aktivität der Oktamere (MHK,, 3,1 uM bis 2100 uM) gegen 
MRSA. Die Oktamere 403, 404 414 und 415 waren kaum antimikrobiell aktiv 
gegen MRSA. Peptoid 198 zeigte die stärkste antimikrobielle Aktivität mit 
durchschnittlich 3 uM. Die Peptoide 293 und 374 besaßen noch eine starke 
antimikrobielle Aktivitat mit durchschnittlich 3 bzw. 6 uM. Zudem zeigte Pep- 
toid 198 eine schwache antimikrobielle Aktivitát gegen pan resistente K/eb- 
siella. Peptoid 293 waren hingegen nicht aktiv gegen pan resistente Klebsiella. 
Dies lässt darauf schließen, dass je antimikrobiell aktiver das Peptoid gegen 
eine große Bandbreite an gram-positiven und gram-negativen Bakterien, desto 
wahrscheinlicher ist eine TNF-a Stimulierung. 


213 Glykosilierte Peptoidnanosheets 


In der Natur ist Multivalenz eine wichtige Eigenschaft fiir die selektive Bin- 
dung fiir viele Rezeptoren zu ihren Zielmolektilen. Dieses Phänomen spielt 
eine wichtige Rolle bei signifikanten biologischen Schlüsselprozessen, wie 
beispielsweise bei der Signalweiterleitung oder bei der Zelladhásion (Mam- 
men et al. 1998, Fasting et al. 2012). Eines der bedeutungsvollsten Beispiele 
für Multivalenz ist die Bindung von multivalenten Proteinen an Membran-ge- 
bundenen Kohlenhydraten auf Zelloberflachen, wie beispielsweise bei Bakte- 
rien. Aber auch andere infektióse Pathogene, wie Viren erkennen ihren Wirt 
durch multivalente Interaktion mit dessen oberfláchengebundenen Kohlenhyd- 
raten, um den Infektionsprozess zu initiieren (Pizarro-Cerda und Cossart 2006, 
Grove und Marsh 2011). Daher versuchen viele wissenschaftliche Gruppen die 
Zelloberfläche und dessen multivalente Liganden zu imitieren, um diese als In- 
hibitoren oder Detektoren gegen Pathogene zu nutzen (Gestwicki et al. 2002, 
Bonduelle und Lecommandoux 2013, Wittmann und Pieters 2013). Beispiele 
hierfür sind Dendrimere (Maier et al. 2003), Fullerene (Munoz et al. 2016), 
Rotaxane (Vincent et al. 2016), Polymere (Pati et al. 2012) und Peptosome 
(Huang et al. 2012). Eine weitere Móglichkeit zur Imitierung der Zelloberfla- 
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che bieten glykosilierte Peptoidnanosheets (Battigelli et al. 2018). Dabei wird 
eine alternierende Sequenz aus einer Abfolge von polaren und unpolaren Pep- 
toidmonomeren zu einer hochstabilen 2-D Nanostruktur durch Selbstassem- 
blierung in Wasser geformt (Nam et al. 2010, Sanii et al. 2011, Robertson et 
al. 2016). Die Peptoidstrange, die solche supramolekularen Strukturen erzeu- 
gen, bestehen dabei aus den aromatischen Seitenkette N-(2-phenylethyl)glycin 
(Npe), sowie aus einer aromatischen, polaren, ionischen Seitenkette (Npe,). 
Die polaren Amine können in zwei Gruppen unterteilet werden. Zum einen die 
anionische Seitenkette N-(2-aminoxyethyl)glycin (Nae) und zum anderen die 
kationische Seitenkette N-(2-carboxyethyl)glycin (Nce). Werden in der Mitte 
der Peptoidstränge kurze Domänen der polaren Seitenkette N(2methoxyethyl) 
glycin (Nme) inseriert, entstehen auf der äußeren Seite des Peptoidnanosheets 
sogenannte Peptoidloops (Olivier et al. 2013, Battigelli et al. 2018). Die Struk- 
turen hierfür sind in Tabelle 26 im Appendix zusammengestellt. Durch die 
Modularität der Peptoide, wie bereits für den die verschiedenen Peptoidbiblio- 
theken beschrieben, ist es möglich ein clickbares Alkin, wie Nprg in den Pepto- 
idstrang zu inserieren. Dadurch kann ein Ligand, wie beispielsweise Mannose, 
spezifisch in den Peptoidloop eingefügt werden (Abbildung 38). 
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Abbildung 38: Kupfer katalysierte azid-alkin-Cycloadditonreaktion von Mannose an 
die alkinhaltige Peptoidsequenz Nprg. 
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Neben der Glykosilierbarkeit besitzen Peptoidnanosheet noch weitere Merk- 
male, um eine Zelloberfläche zu imitieren. Sie verfügen über einen hydropho- 
ben Kern, einer zwitterionische hydrophile Oberfläche, eine Dicke von 3 mm 
und eine Länge sowie Breite von hunderten Mikrometern. Die Struktur eines 
glykosilierten Peptoidnanosheets ist in Abbildung 39 dargestellt. 


xz Peptoidnanosheet 
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p" Peptoidloop 
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Abbildung 39: Struktur eines glykosilierten Peptoidnanosheets. Das Molekül Mannose 
ist in Türkis/Rot abgebildet. Der Peptoidloop ist in der Farbe Lila dargestellt. Pep- 
toidnanosheets werden durch hierarchische Mechanismen durch Selbstassemblierung 
geformt. Zunächst erfolgt eine erste Formation der Peptoidstränge in einen geordneten 
Monolayer (a). Daraufhin erfolgt ein irreversibler Kollaps in eine Bilayerstruktur (b) 
(modifiziert nach Battigelli et al 2018). 


In Zusammenarbeit mit Ronald Zuckermann, Jaqueline Dang und Behzad 
Rad (LBNL, Berkeley, USA) wurde die Bindung von E. coli an mannosebe- 
schichteten Peptoidnanosheets untersucht. Zudem wurde die antimikrobielle 
Aktivität von mannosebeschichteten und unbeschichteten Peptoidnanosheets 
untersucht. Dazu wurden E coli ORN 178 Kulturen mit dem jeweiligen man- 
nosebeschichteten und unbeschichteten Peptoidnanosheets inkubiert und da- 
nach auf Agarplatten zur Koloniebestimmung ausplattiert. Zur Kontrolle wur- 
den die mannosebeschichteten und unbeschichteten Peptoidnanosheets mit E. 
coli ORN 208 inkubiert. E coli ORN 208 besitzt ein mutiertes fimH Gen, wel- 
ches für das mannosebindendes-Adhesin Fimbrin kodiert (Harris et al. 2001). 
Dadurch kann E. coli ORN 208 keine Mannose mehr binden. Einen Überblick 
über die Bindemöglichkeiten von E. coli ORN 178 und E. coli 208 mit Man- 
nose beschichteten Peptoidnanosheets und unbeschichteten Peptoidnanosheets 
ist in Tabelle 16 zusammengestellt. Die Plasmidzusammensetzung der ver- 
wendeten Stämme ist im Appendix in Tabelle 23 zusammengestellt. 
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Tabelle 16: Übersicht über die Bindung von Е. coli ORN 178 und E coli ORN 208 
zu Mannose beschichteten Peptoidnanosheets und unbeschichteten Peptoidnanosheets. 


Mannose beschichtetes Unbeschichtetes 
Peptoidnanosheet Peptoidnanosheet 
E. coli ORN 178 ' А А 
(on Gen nicht mütieri Bindung Keine Bindung 
E. coli ORN 208 Р | : Р 
(mH Gen mitten) Keine Bindung Keine Bindung 


Zur Überprüfung, ob E. coli ORN 178 an die mannosebeschichteten Pepto- 
idnanosheet gebunden haben, wurden die Nanosheets mit Flurescein (FITC)- 
Concanavalin A (ConA) und E coli ORN 178 wurden mit SYTOX™ Red mar- 
kiert. ConA ist ein Lektin Protein aus der Jackbohne Canavalia ensiformis das 
an Kohlenhydrate, insbesondere Mannose binden kann. Abbildung 40 zeigt in 
grün das mannosebeschichtete Peptoidnanosheet und in Rot E coli ORN 178 
Bakterien. Es ist eine deutliche Affinität von E. coli ORN 178 an das mannose- 
beschichtete Peptoidnanosheet zu erkennen. Nur wenige ungebundene Bakte- 
rien waren in der Suspension feststellbar. 


Abbildung 40: Glykosiliertes Peptoidnanosheet markiert mit FITC-ConA (grün) mit 
gebundenen E coli ORN 178 Bakterien (rot). Bakterien wurden mit 125 nM SYTOXTM 
Red markiert. Visualisierung erfolgte durch ein Epifluoreszenzmikroskop (Olympus 
IX81 invertiertes Mikroskop mit Hamamatsu Orca CCD Kamera) bei folgenden Wel- 
lenlángen aufgenommen: SYTOX™ Red: Ex.: 633 nm, Em.: 640-658 nm; FITC-Co- 
nA: Ex.: 488 nm, Em.: 490525 nm; Peptoid: Ex.: 561 nm, Em.: 593-696 nm. Maßstab: 
10 um. 
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Neben der Bindung von E. coli 178 wurde auch die antimikrobielle Aktivität 
der Peptoidnanosheets untersucht, da neben der peptoidischen antimikrobiel- 
len Wirkung auch Mannose über eine bakterielle Inhibierung verfügt. Mannose 
wird seit geraumer Zeit zur Právention gegen wiederkehrende Harnwegsinfek- 
te (HWI) eingesetzt (Altarac und Papes 2014, Kranjéec et al. 2014). Dabei wird 
von der Hypothese ausgegangen, dass D-Mannose die Adhárenz von Bakterien 
an die Uroepithelialzellen inhibiert und somit mit dem Urin aus der Harnblase 
herausschwemmt (Schaeffer et al. 1980, Schaeffer et al. 1984, Bouckaert et al. 
2005). Erste in vivo Studien haben bereits gezeigt, dass D-Mannose an fimH 
Adhásin, welches am Ende von Typ 1 Fimbria von enteralen Bakterien posi- 
tioniert ist bindet und blockiert. Während der Bakterienbesiedlung bindet fimH 
an kohlenhydrathaltigen Glykoproteinrezeptoren an Epithelzellen im Harn- 
weg. Da D-Mannose in ihrer Struktur der Bindungsstelle der Urothelialglyko- 
proteinrezeptoren ähnelt, fungiert D-Mannose als kompetitiver Inhibitor der 
Bakterienhaftung. In ausreichender Konzentration im Urin bewirkt DMannose 
eine Sättigung der fimH Adhäsine und verhindert, dass sich Bakterien an Urot- 
helialrezeptoren binden (Michaels et al. 1983, Altarac und Papes 2014). Man- 
nose beschichtete Peptoidnanosheets kónnten die práventive Wirkung gegen 
HWI von Mannose verstärken. Herkómmliche Präventionsmaßnahmen, wie 
antibiotische Langezeitprophylaxe, haben eine Rückfallquote von bis zu 60% 
und besitzen keinen Konsensus über Startpunkt der Einnahme, Einnahmedau- 
er und Einnahmedosis (Gupta und Stamm 1999, Nickel 2005). Zudem sind 
Nebenwirkungen und Kosten der Antibiotika eine Belastung für die betroffene 
Person. Aufgrund dieser Problematik wurde die antimikrobielle Aktivität von 
mannosebeschichteten Peptoidnanosheets untersucht. Dafür wurde wie bei der 
Untersuchung der Bindefähigkeit von Е. coli mannosebeschichtete Peptoid- 
nanosheets und unbeschichtete Peptoidnanosheets mit den Е. coli Stämmen 
ORN 178 und ORN 208 inkubiert und danach auf Agarplatten kultiviert. Für 
die Untersuchung des antimikrobiellen Effekts wurden 5 ul, 10 ul und 20 ul 
Peptoidnanosheet zu den Bakterien hinzugegeben. AnschlieBend wurden die 
Kolonien gezáhlt Abbildung 41. 
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E.coli ORN 178 E.coli ORN 208 


Abbildung 41: Antimikrobielle Wirkung von glykosilierten Peptoidnanosheets gegen 
E. coli ORN 178 und ORN 208. 5 ul (a), 10 ul (b) und 20 ul (c) einer Peptoidnanosheet- 
lösung wurde mit dem E. coli Stämmen ORN 178 und ORN 208 inkubiert und danach 
auf Agaplatten ausgesät. Koloniezählung erfolgte nach 24h. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 


E. coli ORN 178 zeigte bei Inkubation mit mannosebeschichtete Peptoidna- 
nosheets eine Reduktion der koloniebildenden Einheiten. Mit steigender Pept- 
doidnanosheetmenge von 5 ul (a),10 ul (b) und 20 ul (c) steigt die inhibierende 
Wirkung von 10 CFU/ml zu 6 CFU/ml. Im Vergleich dazu gab es keine erkenn- 
baren Veränderung der koloniebildenden Einheiten von E coli 208 mit man- 
nosebeschichtete Peptoidnanosheets, da E coli 208 aufgrund einer Mutation 
im fimH Gen den Ligand Mannose nicht binden konnte und somit ungehindert 
koloniebildene Einheiten bilden konnte. Es fand keine antimikrobielle Inhibie- 
rung statt. Die Behandlung mit unbeschichteten Peptoidnanosheets zeigte bei 
beiden E. coli Stämmen keine Inhibierung. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, 
dass mannosebeschichtete Peptoidnanosheets Е. coli 178 binden und gleich- 
zeitig durch den Ligand Mannose antimikrobiell aktiv sind. Die antimikrobiel- 
le Aktivität ist schwach ausgeprägt. Dies deutet auf eine bakterizide Wirkung 
der mannosebeschichteten Peptoidnanosheets hin. 


2.14  Morphometrie Analyse mit Hilfe von 
soft X-ray Tomographie 


Einige Antibiotikaklassen, wie beispielweise f-Laktame und Glykopeptide 
greifen im Bakterium die Zellwand und die Zellmembran an (Bush 2012, Cho 
et al. 2014). Die daraus resultierenden morphologischen Veránderungen kón- 
nen durch /maging Methoden untersucht werden. Morphometrische Messun- 
gen wie die Quantifizierung der Zellform und die Charakterisierung der sub- 
zelluláren Organisation sind in der Zellbiologie und der klinischen Medizin 
von grundlegender Bedeutung. Bis vor kurzem waren licht- und elektronen- 
basierte Mikroskopbilder die Hauptquelle für morphometrische Daten von 
Zellen. Jedoch sind Hellfeld-Lichtmikroskope in ihrer ráumlichen Auflósung 
durch die Wellenlänge des Lichts begrenzt. Fluoreszenzmikroskope können 
zwar Bilder über die durch die Wellenlänge der Beleuchtung festgelegte Beu- 
gungsgrenze hinweg aufnehmen, sie können jedoch nur fluoreszenzmarkierte 
zelluläre Strukturen oder Moleküle abbilden, so dass der Inhalt der anderen 
Zellen dunkel bleibt. Die Elektronenmikroskopie kann nur dünne Proben abbil- 
den. Zellen, die größer als kleine Bakterien sind, müssen in Schnitte mit einer 
Dicke von weniger als 500 nm geschnitten werden. Röntgenstrahlung hat das 
Potenzial, diese Einschränkungen zu überwinden und alle Zellbestandteile in 
Zellen mit hoher räumlicher Auflösung abzubilden. Röntgenstrahlen haben eine 
lange Geschichte in der klinischen Medizin und in den Materialwissenschaften. 
Viele Jahre lang hielten Röntgenmikroskope jedoch nicht an ihrem frühen Ver- 
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sprechen fest, zellgroße biologische Proben mit hoher räumlicher Auflösung 
abzubilden. Um dieses Ziel zu erreichen, waren Entwicklungen in den Be- 
reichen der Nanofabrikation, der Detektoren, der Kryokonservierung und des 
Instrumentendesigns erforderlich. Diese technologischen Fortschritte sind nun 
erzielt, und die soft X-ray Róntgenmikroskopie gewinnt zunehmend an Ein- 
fluss und Anerkennung als Werkzeug für die Durchführung morphologischer 
Messungen an einzelnen Zellen, einschließlich großer eukaryotischer Zellen. 
Heutzutage gibt es diverse Familien von X-ray Mikroskopen. Dabei kann in 
zwei Untertypen unterscheiden werden: Zum einen in soft (unter 1 keV) X-ray 
Mikroskope und zum anderen in hard (1-100 keV) X-ray Mikroskope. Obwohl 
lebende Organismen eine geringe Toleranz gegenüber ionisierender Strahlung 
besitzen und durch Róntgenstrahlung schnell geschádigt werden kónnen, ist 
es durch kyrokonservierte Proben möglich die Datenerfassung ohne Schädi- 
gung der Proben zu akquirieren. Aus zellbiologischer Sicht sind sowohl die sof? 
als auch die hard X-ray Mikroskopie für die Visualisierung der Morphologie 
und auch für die Analyse physiologischer Informationen geeignet (Kaulich et 
al. 2011, Weinhardt et al. 2019). Die bevorzugte Methode für morphologische 
Untersuchungen einzelner Zellen ist jedoch die sof? X-ray Tomographie. 


Die Starke der soft X-ray Tomographie liegt in der tiefen Eindringtiefe von 
Photonen und dem Kontrast, der durch die Verwendung von einer sogenannten 
water windowBeleuchtung erzeugt wird. Zusammen ermóglichen diese beiden 
Eigenschaften die Visualisierung und Quantifizierung sowohl der internen als 
auch der externen Morphologie von Zellen. Wáhrend bei der Elektronenmik- 
roskopie das Schneiden der Zellen notwendig ist und die Lichtmikroskopie die 
Verwendung mehrerer fluoreszierender Markierungen erfordern würde, liefert 
die soft X-ray Tomographie einen natürlichen Kontrast, der auf dem linea- 
ren Róntgenschwáchungskoeffizienten aller Organellen in einer Zelle basiert 
(Cole 2016). Zusammenfassend bietet die soft Xray Tomographie eine hohe 
ráumliche Auflósung und eine tiefe Penetration in ganze Zellen. Abbildungen 
im nativen Zustand und eine quantitative 3D-Analyse von Zellorganellen sind 
dabei Schlüsselmerkmale der soft x-ray Technologie. Dadurch ist es móglich, 
potenzielle Veránderungen in der Morphologie von peptoidbehandelten Bak- 
terien sichtbar zu machen. Die folgenden Ergebnisse wurden im Arbeitskreis 
von Dr. Annelise Barron (Stanford University, USA) und in dem Arbeitskreis 
von Dr. Gerry McDermott (LBNL, Berkeley, USA) am the Advanced Light 
Source Department (LBNL, Berkeley, USA) generiert. 
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Für die morphologische Untersuchung wurden Bakterien mit den Peptoiden 
198, 374, 418, 419 und 424 und mit den Peptiden Melittin, Mafainin-2 und 
LL-37, sowie mit dem Antibiotikum Tobramycin behandelt und in dünnwan- 
digen Glaskaplillaren eingebettet. Danach wurden die kyrokonservierten Pro- 
ben durch soft X-ray Tomographie analysiert. Ein tomoraphisches Datenset 
für jede Probe wurde durch kollektive Aufnahmen von Projektionen bei 2? 
Abstufungen um die Drehachse gewonnen. Die Projektionsdaten wurden dann 
rechnerisch rekonstruiert, um 3DZellvolumen darstellen zu kónnen. Anschlie- 
Вепа wurde jede Zelle segmentiert und gerendert. Dabei wurde die Segmentie- 
rung manuell und die 3D-Rekonstruktion mit Hilfe des Amira Software Pakets 
(Mercury Computer Systems) erstellt. Infolgedessen wurde eine signifikante 
Anzahl an Zellen pro Peptoid und Peptid, sowie für das Antibiotikum tomo- 
graphisch aufgenommen. Jeweils eine reprásentative Rekonstruktion ist in Ab- 
bildung 42 dargestellt. 
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Abbildung 42: Soft X-ray Tomographie von Е. coli (a, d-j) und B. subtilis (b, c) nach Inku- 
bation mit Peptoid 198(b), Peptoid 374 (c), Peptoid418(d), Peptoid419(e), Peptoid424 (f), 
LL-37 (g), Magainin-2 (h), Melittin (i) und Tobramycin (j), sowie unbehandelt (a). 
Segmentiert wurden die Membran, das Cytosol, sowie die DNA mit Hilfe der Software 
Amira. Rot: DNA. Abbildungen der peptoidbehandelten Bakterien aus der X-, Y- und 
Z-Achsenansicht sind in den Abbildungen 49-58 im Appendix zusammengestellt. 
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Die Segmentation von subzellulären Strukturen jeder Zellen, wie beispielswei- 
se die DNA (in Rot dargestellt) wurden basierend auf der Kalkulation des line- 
aren Absorption Koeffizienten (LAC) für jedes Voxel erstellt. Der gemessene 
LAC-Wert für jedes Voxel wird durch die biochemische Zusammensetzung an 
diesem Punkt in der Zelle determiniert. Regionen in der Zelle mit relativ ähnli- 
cher biochemischer Zusammensetzung (auf der Ebene der beobachteten ráum- 
lichen Auflósung) weisen charakteristische LAC-Werte auf (Weiss et al. 2000, 
Le Gros et al. 2005). Beispielsweise weisen Strukturen wie die DNA konsis- 
tente LAC-Werte innerhalb derselben Zelle auf und kónnen sogar zwischen 
verschiedenen Zelltypen konsistent sein. So wurde in X-ray Tomographiestu- 
dien gezeigt, dass eukaryotische Zellen, innerhalb eines bestimmten Organells, 
wie beispielsweise eines Kerns, variierende LAC-Werte in Übereinstimmung 
mit den inneren Strukturen und der molekularen Dichte verfügen (Uchida et 
al. 2009). In dieser Arbeit war es móglich, die Membran, das Cytosol und die 
DNA allein anhand ihrer gemessenen LAC-Werte zu segmentieren und an- 
schließend die Identität basierend auf LAC- und Organellenform zuzuweisen. 
In dieser Hinsicht ist die Segmentierung von Strukturen in einer Zelle, die 
durch soft X-ray Tomographie erzeugt wird, analog zur Unterscheidung von 
Leber zu Niere, Fett zu Muskel oder normalem zu abnormalem Gewebe bei 
einem Patienten, der durch klinische Computertomographie (CAT) abgebildet 
wird. 


Im Vergleich zu der Kontrolle (Abbildung 42 a) zeigten alle behandelten Bak- 
terien eine auffallende morphologische Abweichung. Die Peptoide 198 (Ab- 
bildung 42 b) und 374 (Abbildung 42 c) zeigten eine besonders starke Zell- 
verformung in der Membran der Bakterien. Die DNA war innerhalb der Zelle 
stark delokalisiert, als die DNA in der Kontrolle. Das Peptoide 419 (Abbil- 
dung 42 e) und 424 (Abbildung 42 f), sowie das Peptid Melittin (Abbildung 
42 i) zeigen ebenfalls eine Membranverformung. Dabei war die DNA in diesen 
Zellen nahezu im gesamten Cytosol verteilt und zeigte keine morphologische 
Übereinstimmung im Vergleich zu der Kontrolle. Das Peptoid 418 (Abbildung 
42 d) und die Peptide LL-37 (Abbildung 42 g) und Magainin-2 (Abbildung 
42 h), sowie das Antibiotikum Tobramycin (Abbildung 42 (j)) zeigten kaum 
bis keine Membranverfomungen auf. Die DNA war im gesamten Cytosol ver- 
teilt und war im Vergleich zu der Kontrolle in keiner Ebene konzentriert. Zu- 
sammenfassend zeigten alle behandelten Bakterien eine klare Diskrepanz in 
der Morphologie. Insbesondere die Peptoide 198, 374 und 424, sowie das Pep- 
tid Melittin zeigten die Fahigkeit, die Membran der Bakterienzellen stark zu 
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beschádigen sowie zu verformen und sind vermutlich dadurch in der Lage eine 
Austrocknung des Cytosols zu erreichen. Des Weiteren verfügen die Peptoide 
198, 374 und 424 über die Fáhigkeit, die DNA zu fragmentieren und zu delo- 
kalisieren. Trotzdem kann keine klare Aussage über den Wirkmechanismus der 
untersuchten Peptoide getroffen werden. Viele antimikrobielle Peptide wur- 
den aufgrund ihrer Fáhigkeit, über mehrere Mechanismen zu wirken, wie die 
Membranpermeabilisierung und die Hemmung von intrazelluláren Prozesses, 
als „schmutzige Medikamente“ bezeichnet (Fjell et al. 2011, Rokitskaya et al. 
2011). Aufgrund der abgeleiteten Struktur der Peptoide von den Peptiden liegt 
die Hypothese nahe, dass auch Peptoide über mehr als nur einen Wirkmecha- 
nismus verfügen. 


Die Kombination aus hoher ráumlicher Auflósung und einem Kontrastmecha- 
nismus, der subtile Merkmale in Zellen beibehalt und aufdeckt, macht die soft 
X-ray Tomographie geeignet, um die Wirkweise und die Konsequenzen der 
Behandlung von Zellen mit Wirkstoffkandidatenmolekülen zu visualisieren. 
Der Nutzen der Technik wird in naher Zukunft zunehmen, da es nun móglich 
Ist, die korrelierte kryogene Fluoreszenzmikroskopie mit hoher Apertur und 
die soft X-ray Tomographie an derselben Probe durchzuführen (Le Gros et al. 
2009). 
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3; Zusammenfassende Diskussion 
und Schlussfolgerung 


Fünf verschiedene Peptoidbibliotheken aus Tetrameren, Pentameren, Oktame- 
ren, Nonameren, Undekameren und Dodekameren wurden auf ihre antimikro- 
bielle Eigenschaften gegen gram-positive, gram-negative, Mykobakterien und 
Pilze untersucht. Dabei wurden die Peptoide aus sowohl hydrophoben als auch 
hydrophilen Seitenketten entworfen. Dafür wurden die Seitenketten N-(4-ami- 
nobutyl)glycin (Mys), N-(hexyl)glycin (Nhe), N-(tridecyl)glycin (Ntridec), 
N-(tetradecyl)glycin (Ntetradec), Amine N-(1-methylpropyl)glycin (Nile), 
N-(2-prop-2-yne-1-yl)glycin (Nprg), N(benzyl)glycine (Nphe), N-(S)-(1-phe- 
nylethyl)glycin (Nspe), N(4hydroxybenzyl)glycin (Nphb), N-(4-chloroben- 
zyl)glycin (Npcb), N(4fluorobenzyl)glycin (Npfb) und N-(2-indolethyl)glycin 
(Ntrp) verwendet. Des Weiteren wurde untersucht, ob ein synergistischer Ef- 
fekt zwischen den antimikrobiell aktiven Peptoiden 198, 293, 321, 374 und 
378 gegen Mycobacerium bovis (MHK,, zwischen 10 uM und 20 uM) und 
den Antibiotika Rifampicin und Isoniazid stattfindet. Neben der antimikro- 
biellen Aktivität wurden die antimikrobiell potenten Peptoide auch auf ihre 
zytotoxischen und hämolytischen Eigenschaften untersucht. Weiterhin wurde 
die Stimulierung von TNF-a analysiert, da TNF-a ein wichtiger Bestandteil 
des Immunsystems und somit ein wichtiger Faktor in der Immunabwehr gegen 
Bakterien ist. Des Weiteren wurden die stark antimikrobiell gegen gram-posi- 
tive Bakterien wirkende Peptoide 198 und 374 (MHK,, 6,3 uM und 1,6 uM), 
sowie die stark antimikrobiell gegen gram-negative Bakterien wirkenden Pep- 
toide 418, 419 und 424 (MHK,, 3,1-22,2 uM) durch soft Xray Tomographie 
auf ihre Diskrepanzeigenschaft in der Morphometrie der Bakterien untersucht. 
Eine zusammenfassende Auflistung der potenten antimikrobiell wirkenden 
Peptoide ist in Tabelle 17 dargestellt. 
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3. Zusammenfassende Diskussion und Schlussfolgerung 


Von 424 getesteten Peptoiden waren 18 Peptoide stark antimikrobiell aktiv 
gegen S. aureus ATCC 29737 (MHK, < 6,3 uM). Die antimikrobiell aktiven 


Peptoide gegen das gram-positive Bakterium S. aureus ATCC 29737 sind in 
Tabelle 18 zusammengestellt. 


Tabelle 18: Peptoidnummer, Molekulargewicht, Farbcode und MHK,,-Werte der anti- 
mikrobiell aktive Peptoide gegen 5 aureus ATCC 293737. 


Nr MW Farbcode MHK,” 
S. aureus 
ATCC 29737 
[uM] 
Peptoidbibliothek 1* 
54 1046 BUG 6,3 
72 1046 ШЕН | 6,3 
198 1046 ПЕНЕН 6,3 
200 1012 ГНЕ | 6,3 
Peptoidbibliothek 2° 
293 1067 IEN К] 1,6 
297 1103 CHA 1,6 
321 1083 BH Н 1,6/0,8 
322 1081 BC HEI 6,3/3,1 
324 1101 ЕНГ ЕЕ | 1,6 
332 1081 ШЕНЕ | 1,6/0,8 
Peptoidbibliothek 3° 
360 1088 Ln Г | 3,1 
361 1101 ЕЕЕ: | 3,1 
374 1081 ВЕЕ 1 1,6 
378 951 ВЕЕ 1 1,6 
Peptoidbibliothek Oktamere ° 
414 1654 Wl НЕНЕНЕ 3,1 


415 1585 m; INEO; | 34 
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Nr MW Farbcode MHK, 

S. aureus 

ATCC 29737 
[uM] 
Peptoidbibliothek Pentamer, Nonamere, Undekamere, Dodekamere* 
420 1477 a ] 5 
424 1819 DO 1 
4 


“MW, Molekulargewicht. 
Е MHK, 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 
* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 24. 


Dabei konnte bei den Peptoiden 198 und 200 einen Trend in der Peptoidlänge 
festgestellt werden. Wurde die Peptoidlänge auf eine oktamere Struktur ver- 
doppelt, nimmt die antimikrobielle Aktivität um den Faktor 2 zu (MHK, <3,1 
uM). Wurden die antimikrobiell aktiven tetrameren Peptoide allerdings in der 
Länge verdreifacht, nimmt die antimikrobielle Hemmung mindestens um den 
Faktor 8 ab (MHK,, <25 uM) (Abbildung 43). Des Weiteren zeigten auch an- 
dere antimikrobiell aktiven Peptoide mit unterschiedlicher Peptoidkette keine 
klare Korrelation zwischen Lange der Peptoidkette und antimikrobieller Akti- 
vität (Chongsiriwatana et al. 2008, Chongsiriwatana et al. 2011, Huang et al. 
2012, Seo et al. 2012, Ghosh et al. 2014, Mojsoska und Jenssen 2015, Mojsos- 
ka et al. 2015, Saporito et al. 2019). Daher konnte durch die Lánge der Pepto- 
idkette keinen Rückschluss auf die antimikrobielle Wirkung gezogen werden. 


MHK jo [uM] 
E 
° 
1 


o a Z T T : 


198 200 414 415 422 423 


Tetramere Oktamere Dodekam ere 


Abbildung 43: Vergleich der antimikrobiellen Aktivität gegen S. aureus von Tetramere, 
Oktamere und Dodekameren. 


122 


3. Zusammenfassende Diskussion und Schlussfolgerung 


Wurden die antimikrobiell aktiven Peptoide in Korrelation mit ihren logP-Wer- 
ten gesetzt, zeigte sich, dass tendenziell mit steigendem logP-Wert die Wahr- 
scheinlichkeit der antimikrobiellen Hemmung gegen S. aureus zunehmen kann 
(Abbildung 44). Allerdings wurden auch Peptoide mit hohen LogP-Werten mit 
keiner antimikrobiellen Wirkung (MHK90 > 100 uM) identifiziert. Der Ver- 
gleich der antimikrobiellen Eigenschaft von Peptoiden und ihren LogP Werten 
zeigte ebenfalls keinen eindeutigen Zusammenhang (Yamamura et al. 2016). 


1007 - 


507 


МНК, [uM] 


T 
-0,5 0 0,5 1 1,5 
log P 


Abbildung 44: Antimikrobiell aktive Peptoide gegen S. aureus ATCC 29737 in Korre- 
lation mit ihren LogP Werte. LogP-Werte sind im Appendix in Tabelle 25 zusammen- 
gefasst. 


Lediglich 2 der 424Peptoide zeigten eine antimikrobielle Wirkung gegen 
E. coli und P. aeruginosa (MHK90 x 8,1 uM). Dabei war ein klarer Trend 
in der antimikrobiellen Wirkung gegen Mykobakterien im Vergleich zu der 
Wirkung gegen gram-positive und gram-negative Bakterien zu erkennen. 
Zeigte ein Peptoid eine starke antimikrobielle Hemmung lediglich gegen- 
über dem gram-positiven Bakterium S. aureus, so ist das Peptoid auch gegen 
M. bovis aktiv (Peptoide 54, 72, 198, 200, 293, 297, 321, 322, 332, 360, 361, 
374, 378, 404 und 414). Hingegen sind Peptoide, die nur gegen das gram-ne- 
gative Bakterium Æ. coli aktiv sind, nicht gegen M. bovis aktiv. Dies könnte 
auf die strukturelle Unterschiede in der Membran der Bakterien zurückzu- 
führen sein. Mykobakterien besitzen einen eher áhnlichen Membranaufbau 
wie gram-positive Erreger (siehe Kapitel 1.2) (Mukherjee et al. 2016, Muk- 
herjee et al. 2017). 


Durch die Untersuchung der Struktur der Peptoide in Bezug auf die antimikro- 
bielle Wirkung konnte keine eindeutige Aussage getroffen werden. Zwar zeig- 
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ten Peptoide, mit einem hohen Anteil an Npcb, Nphe, Npfb und Nprg eine Ten- 
denz für eine starke antimikrobielle Wirkung (MHK,, 26,3 uM), jedoch konnte 
keine eindeutige Korrelation der Struktur der Seitenkette und der antimikrobiel- 
len Wirkung festgestellt werden. Peptoide die reich an der hydrophilen Seiten- 
kette Nlys waren, waren nicht gegen gram-negative und gram-positive Bakterien 
aktiv. Jedoch ist hier keine pauschale Aussage für die antimikrobielle Aktivitat 
von Nlys zu treffen, da in der Literatur antimikrobiell aktive Peptide mit Lysin 
beschrieben sind (Yang et al. 2014, Chongsiriwatana et al. 2017). 


Des Weiteren wurde die Stimulierung des Zytokins TNF-a durch Peptoide 
untersucht. TNF- a ist ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems und so- 
mit ein wichtiger Faktor in der Immunabwehr gegen Bakterien. Patienten, die 
mit Anti-TNF-a Medikamenten, wie Infliximab, ein Arzneimittel gegen u. a. 
rheumatische Erkranken behandelt werden sind besonders anfällig für schwer- 
wiegende bakterielle und virale Infektionen (Salliot et al. 2007). Die Rolle von 
TNF-a in der menschlichen Immunantwort bei TBinfizierten Menschen ist bis 
heute unklar (Keane et al. 2001). Eine Hypothese ist, dass TNF-a für einige 
Erscheinungsformen tuberkulóser Erkrankungen verantwortlich sein kónnte. 
Aufgrund Dessen ist es von Bedeutung, ob ein antimikrobiell aktives Pepto- 
id zusátzlich TNF-a stimulieren kann. Dabei ist jedoch eine zu starke Stimu- 
lierung kontraindikativ, da dies einen tódlichen septischen Schock, durch die 
Stimulation von CD4 (Yeung et al. 1996) und dem roll like Rezeptor 4 (Cris- 
tofaro und Opal 2003), begünstigen kann (Mira et al. 1999, Polat et al. 2017). 
Bei Patienten mit einem septischen Schock liegen die TNFa Werte zwischen 
1005000 pg/ml (Damas et al. 1989). Bei dem Peptoid 198 und bei den AMPs 
Polymyxin B, Colistin und Protegrin konnte eine TNFa Stimulierung von 
7150 pg/ml festgestellt werden. Um einen móglichen septischen Schock im 
Organismus auszuschließen, müssten hier weitere in vivo Studien durchgeführt 
werden. Die Peptoide 293 und 374 zeigten eine TNFa Stimulierung zwischen 
60-80 pg/ml und zeigten damit geeignete Bedingungen für eine TNF-a Stimu- 
lierung im Organismus, da diese Werte unter den TNF-a Werten liegen, die im 
Blut bei Patienten mit einem septischen Schock festgestellt wurden. Die Pep- 
toide 200, 403, 404, 414 und 414 zeigten hingegen keine TNF-a Stimulierung. 


Die Untersuchung der Wirkweise durch Durchflusszytometrie und soft X-ray 
Tomographie zeigte bei den Peptoiden 198, 200, 374, 378 und 424 eine Mem- 
brandeformation, beziehungsweise eine Membranpermeabilisierung, und eine 
DNA-Delokalisation in den Bakterien. Bei den Peptoiden 418 und 419 wurde 
die Membran jedoch nicht deformiert. Daher ist davon auszugehen, dass Pep- 
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toide nicht nur Ober einen einzigen Wirkmechanismus verfügen, Im Gegensatz 
zu vielen klinisch angewendeten Antibiotika, die meist nur einen bestimmten 
Angriffspunkt besitzen, beinhalten die meisten AMP-Mechanismen keine ste- 
reospezifischen Wechselwirkungen mit Rezeptoren oder Enzymen, da Enan- 
tiomerenversionen typischerweise Aktivitáten aufweisen, die mit den nativen 
Peptiden kongruent sind (Bessalle et al. 1990, Chongsiriwatana et al. 2008). 
Folglich müssen die Wechselwirkungsmechanismen der AMP- und Ampetoids 
auf biophysikalischen Wechselwirkungen vom Typ „pattern recognition“ be- 
ruhen, die, basierend auf der Kationizitát und Amphiphilität der Ampetoids, 
durch elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen vermittelt werden. 
In Anbetracht dieser Überlegungen darf sich ein vollständiges Paradigma des 
Ampetoids-Mechanismus nicht nur auf Membranwechselwirkungen konzent- 
rieren, sondern es müssen auch intrazelluläre Effekte berücksichtigt werden. 
Die Fähigkeit der Peptoide, eindeutige Verformungen und damit strukturelle 
Veränderungen der Membran und der DNA zu verursachen, bedeutet, dass sie 
unweigerlich mit cytoplasmatischen Komponenten interagieren. Darüber hi- 
naus ist das Ausmaß der verheerenden physikalischen Transformationen der 
Zellmembran und der intrazellulären Biomasseverteilung, die diese Wechsel- 
wirkungen der Ampetoids mit Bakterien verursacht, mitverantwortlich für die 
antimikrobielle Aktivität. Womöglich könnten Ampetoids mit hydrophoben 
Seitenketten eventuell die intrazelluläre Aggregation von Biomolekülen be- 
wirken und dazu führen, dass intrabakterielle Polyanionen, die auch wesent- 
liche aromatische hydrophobe Eigenschaften in den RNA- und DNA-Basen 
aufweisen, ausflocken. Dieses Phänomen, konnte bereits von Chongsiriwata- 
na (Chongsiriwatana et al. 2017) beschrieben werden. Es gibt viele ubiquitär 
vorkommende Polyanionen, wie Aktinhomologe im bakteriellen Proteom (van 
den Ent et al. 2001, Jones et al. 2004). Es wurde die Hypothese aufgestellt, 
dass dieses Netzwerk von Polyanionen bei vielen zellulären Prozessen eine 
entscheidende Rolle spielt (Jones et al. 2004). Durch diesen neuartigen Mecha- 
nismus wird das polyanionische Netzwerk durch Ampetoids und AMPs quer- 
vernetzt, und somit werden die räumliche Organisation, die freie Diffusion 
und die Zugänglichkeit von cytoplasmatischen Komponenten gleichzeitig ge- 
stört. In diesem Sinne zielen Ampetoids und AMPs weniger auf zytoplasmati- 
sche Spezies ab, als dass sie die räumliche Organisation des intrabakteriellen 
Kompartiments unspezifisch stören. Hypothetisch könnte diese Veränderun- 
gen schädlich genug sind, um das Wachstum zu hemmen und in vielen Fällen 
Bakterien abzutöten. 
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Trotz der Bedeutung intrazellulärer Effekte für die Mechanismen von Am- 
petoids, AMPs und ihrer Mimetika muss betont werden, dass Studien zur 
Membranpermeabilisierung ein wesentlicher Bestandteil eines umfassenden 
Verständnisses dieser Moleküle bleiben. Forscher haben jedoch einen osmo- 
tischen Lyse-Mechanismus für AMPs ausgeschlossen (Henk et al. 1995, Pratt 
et al. 2005). Die Depolarisation der Membran an sich ist für die meisten Bak- 
terien nicht tódlich, obwohl viele Ampetoids und AMPs eine maximale De- 
polarisation bei subinhibitorischen Konzentrationen verursachen, und die Wir- 
kung vieler Atmungsentkoppler reversibel ist (Skulachev 1998, Wu et al. 1999, 
Friedrich et al. 2000, Zhang et al. 2000, Friedrich et al. 2001, Brogden 2005). 
Daraus folgt, dass Stórungen der Lipidzusammensetzung und Porenbildung 
für die antibakteriellen Mechanismen vieler dieser Oligomere nur insoweit es- 
sentiell sind, als sie ihre Transmigration in das Cytoplasma erleichtern (Wu et 
al. 1999). In diesem Sinne sollten Membranwechselwirkungen und Interkala- 
tionen in die Membran nicht die Ursache der antimikrobiellen Eigenschaften 
der Peptoide sein, führen jedoch zur Destabilisierung und gegebenenfalls zur 
Porositát der Membran. 


Neben Peptoiden, wurden auch glykosilierte Peptoidnanosheets auf ihre anti- 
mikrobielle Funktion untersucht. Dabei zeigte sich eine antimikrobielle Wir- 
kung bei einer Zugabe von 20 ul glykosilierten Peptoidnanosheets. Durch die 
hohe Modifizierbarkeit der Peptoidnanosheets im Vergleich zu beispielsweise 
Graphenoxid Nanosheets (Krishnamoorthy et al. 2012) kann die antimikro- 
bielle Eigenschaft weiter optimiert werden. 


Abschließend weisen die identifizierten antimikrobiell aktiven Peptoide in 
dieser Arbeit eine geringe Toxizität in Sáugerzellen, eine hohe Stabilität und 
niedrige Synthesekosten auf. All dies sind Eigenschaften, die zu ihrem hohen 
Potenzial als neue antimikrobielle Substanzen mit therapeutischen Anwendun- 
gen beitragen. 
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Alle wässrigen Puffer wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt. 


4.1 Chemische Methodik 


4.1.1 Synthese von Peptoidbibliotheken 


Die Peptoidbibliotheken wurden mittels Festphasensynthese mit Hilfe der 
Submonomermethode nach ZUCKERMANN (Zuckermann et al. 1992) syn- 
thetisiert. Dafür wurden zwei verschiedene Systeme benutzt: Zum einen die 
IRORI Technologie für die Synthese von große Bibliotheken (Kölmel et al. 
2012) und zum anderen wurden Peptoide mit Hilfe von PP Reaktoren mit einer 
PE Fritte synthetisiert, um hohe Ausbeuten zu erzielen. Beide Systeme nutzen 
die nukleophile Substitution zum Aufbau eines Monomers an die feste Phase. 


Synthese von Peptoidbibliotheken mit Hilfe der IRORI Technologie 


Quellen und Entschützen. Für die Synthese mit IRORI-Kans wurde 60 mg 
trockenes Rink-Amid Harz (AM resin LL 100-200 mesh, 0.61 mmol/g) in 
IRORI MiniKans in DMF über Nacht unter Schütteln gequollen. Anschlie- 
Bend wurden die IRORI-Kans 3 x 20 min mit DMF gewaschen. Die Entschüt- 
zung des Harzes erfolgte durch 2 x 1 h Schütteln mit 20%-iger Piperidinló- 
sung in DMF. Zwischen den Entschützungsschritten wurden die IRORI-Kans 
3 x 20 min mit DMF unter Schütteln gewaschen. 


Acylierung. 1,2 M Bromessigsäure (20,00 Aq.) wurde in 500 ml DMF 
mit DIC (20,00 Àq.) gegeben. Die IRORI-Kans wurde in diesem Gemisch 
für 2 h geschüttelt. Nach Ablauf der Reaktionsdauer wurden die IRORI- 
Kans3 x 20 min mit DMF unter Schütteln gewaschen. 


Substitution. Für die Monomerkupplung wurde eine 1 M Lósung der ver- 
schiedenen Submonomere in DMF hergestellt. Die IRORI-Kans wurden in 
dieser Lósung über Nacht inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die 
IRORI MiniKans 3 x 20 min mit DMF unter Schütteln gewaschen. 


Die Schritte der Acylierung und Substitution wurden so lange wiederholt, bis 
die entsprechende Länge der Peptoidkette synthetisiert wurde. 
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Rhodamin B Konjugation. Die Peptoide wurden mit dem Farbstoff Rhoda- 
min B gekuppelt. Dazu wurde Rhodamin B (10 Aq.), DCC (20 Aq.) und HoBT 
(20 Aq.) in DMF gelóst und mit den IRORI-Kans über Nacht unter Schiitteln 
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die IRORI-Kans mit DMF gewa- 
schen bis die Waschlósung klar blieb. AnschlieBend wurden die IRORI-Kans 
3-mal mit DCM gewaschen. 


Abspaltung. Die Abspaltung der Peptoide vom Harz erfolgte durch Inkuba- 
tion mit 95% TFA in DCM für 2 h. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurden 
die IRORI-Kans nochmals mit etwa 2 ml DCM abgespült. Die Trocknung der 
Peptoide erfolgte entweder durch die Verwendung eines Zentrigugal- Vakuum- 
konzentrators oder durch Einengen unter vermindertem Druck. 


Alle Peptoide wurden durch MALDI-TOF MS analysiert und durch HPLC 
gereinigt. 


Synthese von Peptoidbibliotheken mit Hilfe PP Reaktoren mit einer PE 
Fritte 


Quellen und Entschützen. Für die Synthese mit PP Reaktoren mit PE Frit- 
te wurde das trockenes Rink-Amid Harz (AM resin LL 100-200 mesh, 
0.61 mmol/g) in DMF (1 ml/50 mg Harz) 1 h unter Schütteln gequollen. An- 
schlieBend wurde das Harz 3 x 5 min mit je 1,5 ml 20%-iger Piperidinlósung 
in DMF unter Schütteln entschützt. Danach wurde das Lósungsmittel entfernt 
und das Harz wurde 5-mal mit DMF und Іта! mit peptide synthesis grade 
DMF (pDMF) gewaschen. 


Acylierung. 1,2 M Bromessigsäure (8,00 Aq.) wurde in pDMF und DIC 
(8,00 Аа.) gegeben und in den Reaktor mit Fritte und Kanüle aufgezogen 
und für 30 min bei RT geschüttelt. Direkt nach dem Aufziehen in den Reaktor 
wird das Gemisch leicht warm. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das 
Lósungsmittel entfernt und 3-mal mit DMF und 1-mal mit pDMF gewaschen. 


Substitution. Für die Monomerkupplung wurde eine 1 M Lósung der verschie- 
denen Submonomere in pDMF hergestellt und zu dem trockenen, gequollenen 
Harz gegeben. Das Gemisch wurde 30 min bei RT geschüttelt. Anschließend 
wurde das Lósungsmittel entfernt und das Harz wurde 3-mal mit DMF und 
1-mal mit pDMF gewaschen. 


Die Schritte der Acylierung und Substitution wurde so lange wiederholt, bis 
die entsprechende Lánge der Peptoidkette synthetisiert wurde. 
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Rhodamin B Konjugation. Die Peptoide wurden mit dem Farbstoff Rhod- 
amin B gekuppelt. Dazu wurde Rhodamin B (3 Aq.), DCC (3 Aq.) und HOBt 
(3 Aq.) in 3 ml DMF gelöst und mit den Harz im Reaktor mit Fritte über Nacht 
unter schütteln bei RT inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde das Harz mit 
DMF gewaschen bis die Waschlósung klar blieb. Anschließend wurden das 
Harz 3-mal mit DCM gewaschen bis die Waschlósung farblos blieb. 


Abspaltung. Die Abspaltung der Peptoide vom Harz erfolgte durch Inkuba- 
tion mit 1 ml 95% TFA in DCM für 2 h. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurden 
der Reaktor nochmals mit etwa 2 ml DCM durchgespült und die peptoidhaltige 
Lósung wurde aufgesammelt. Die Trocknung der Peptoide erfolgte entweder 
durch die Verwendung eines Zentrigugal-Vakuumkonzentrators oder durch 
einengen unter vermindertem Druck 


Alle Peptoide wurden durch MALDI-TOF MS analysiert und durch HPLC 
gereinigt. 


4.1.2 Synthese des Submonomers 
tert-Butyl(4-aminobutyl)carbamat 


Die Synthese von tert-Butyl(4-aminobutyl)carbamat wurde wie nach SCHRO- 
DER (Schroder et al. 2007) synthetisiert und wie im Folgenden optimiert. Es 
wurden 62,3 g (70,0 ml, 707 mmol, 1,00 Aq.) 1,4-Diaminobutan in 400 ml 
THF gelöst. Anschließend wurde 23,1 g (106 mmol, 0,15 Аа.) Boc-Anhydrid 
in 220 ml THF gelóst und tropfenweise während 4 Stunden zugegeben. Die 
Reaktionsmischung wurde 16 h lang geriihrt. Nach Einengen des Produkts mit 
Vakuum und Resuspension in 150 ml kaltem Wasser wurde die Suspension 
filtriert. Das wässerige Filtrat wurde 4 x 50 ml mit Ethylacetat extrahiert. Die 
vereinigten organischen Schichten wurden mit 2 x 25 ml H,O und 40 ml Salz- 
lösung gewaschen. Es wurde anschließend über Na. SC, getrocknet und dann 
im Vakuum konzentriert. Das Produkt war ein leicht gelbliches Ol. 


4.1.3 High Pressure (Performance) Liquid 
Chromatography (HPLC) 

Für die Reinigung der synthetisierten Peptoide wurde für die Peptoidbibliothe- 

ken 1, 2 und 3und für alle Oktamere eine JASCO HPLC System LC-NETII/ 


ADC Serie mit zwei PU-2087 Plus Pumpen, einem CO-2060 Plus Thermostat, 
einem MD-2010 Plus Dioden Array Detektor und einem CHF-122SC Frak- 
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tionssammler von ADVANTEC verwendet. Als stationáre Phase wurde eine 
präparative C18-Sáule (VDSpher C18-M-SE, C18, 10 um, 250 x 20 mm von 
VDS OPTILAB) mit einer Flussrate von 15 ml/min genutzt. Die Flussrate be- 
trug 3,5 ml/min und ein linearer Gradient wurde zur Trennung verwendet: Elu- 
ent A: 95% H,O, 5% ACN, 0,1% TFA und Eluent B: 95% ACN, 5% H,O, 0,1% 
TFA. Die Mischung des Gradienten ist in Tabelle 19 zu ausgewáhlten Zeiten 
aufgelistet. Die Separation der Peptoide wurde bei A=218 nm, 254 nm sowie 
560 nm (Rhodamin B) gemessen. 


Tabelle 19: Zusammensetzung des Gradienten zu ausgewählten Zeitpunkten 


Zeit/min Eluent B/% 
0 0 

4 0 

30 80 

42 95 

50 50 

55 0 


Fir die Reinigung der synthetisierten Peptoide wurde fiir die Peptoidbibliothe- 
ken 2, 3 und fiir alle Dodekamere wurde eine PURIFLASH® 4125 (INTER- 
CHIM), ausgestattet mit der Software InterSoft V5.1.08 und einem UV Di- 
odenarray-Detektor (200600 nm) verwendet. Als stationäre Phase wurde eine 
präparative C18-Säule (VDSpher C18-M-SE, C18, 10 um, 250 x 20 mm von 
VDS OPTILAB) mit einer Flussrate von 15 ml/min genutzt. Ein linearer Gra- 
dient der Laufmittelzusammensetzung wurde verwendet: Eluent A: 95% H,O, 
5% ACN, 0,1% TFA und Eluent B: 100% ACN, 0,1% TFA. Die Mischung des 
Gradienten ist in Tabelle 20 zu ausgewáhlten Zeiten aufgelistet. Die Separa- 
tion der Peptoide wurde bei A=218nm, 254 nm sowie 560 nm (Rhodamin B) 
gemessen. 
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Tabelle 20: Zusammensetzung des Gradienten zu ausgewählten Zeitpunkten. 


Zeit/min Eluent B/% 
0 0 

15 80 

24 100 

30 100 

35 0 


4.1.4 Massenspektrometrie 


Die Peptoide wurden mit einem MALDI TOF/TOF-Analysator 4800 Plus 
(Applied Biosystems, MDS SCIEX) mit einem Stickstofflaser gemessen. Als 
Matrix wurde a-Cyano-4-hydroxyzimtsáure (CHCA, 10 mg/ml) in Acetonitril/ 
Wasser (1: 1) mit 0,196 TFA verwendet. Dabei wurde je 0,5 ul Peptoid und 
0,5 ul Matrix auf eine 384er Bruker MALDI-Zielplatte vermischt und trock- 
nen gelassen. Molekülfragmente wurden als Masse-Ladungs- Verháltnis [m/z] 
angegeben. 


4.1.5 Octanol-Wasser Koeffizient 


In ein Eppendorfgefa wurden 250 ul einer Peptoidlósung mit einer Endkon- 
zentration von 160 uM in Wasser mit 250 ul Octanol vermischt und anschlie- 
Bend 2 min lang gevortext. Das Gemisch wurde danach bei 1000 g für 3 min 
zentrifugiert um die Phasen zu trennen. Die Phasen wurden getrennt und je 
200 ul auf eine 96-Well Platte überführt. Die Extinktion wurde bei 550 nm und 
die Emission wurde bei 567 nm mit einem Plattenmessgerát gemessen (Ult- 
ra Microplate Reader ELx808, BioTEK Instruments, INC). Jede Absorption 
wurde dreimal gemessen. Die Daten wurden gemittelt und die Standardabwei- 
chung wurde berechnet. Der molaren Extinktionskoeffizienten von Rhodamin 
B in Wasser und Octanol wurde durch Verdünnen von Rhodamin B in Octanol 
und Wasser auf eine Endkonzentration von 20 uM bei einer Extinktion 550 nm 
bestimmt. 
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4.2 Bakterielle Methodik 


Verwendete Bakterienstämme 


Escherichia coli ATCC 35218 

Escherichia coli ATCC 25922 

Methicillin resistenter Staphylococcus aureus (strains S. aureus Al mecA' (kli- 
nisches MRSA-Isolat aus einem Patient)) 

Staphylococcus aureus ATCC 29737 

Staphylococcus aureus DM4299 

Staphylococcus aureus DM0004583R 

Staphylococcus aureus DM21455 

Staphylococcus aureus DR09808R 

Mycobacterium bovis BCG ATCC 35734 

Mycobacterium chelonae ATCC 19539 

Mycobacterium abscessus ATCC 1997 

Mycobacterium intracellulare ATCC 13950 

Klebsiella pneumoniae ykp13 (wkp7 :: CBR), wkp14 (ykp7 :: FFluc), wpk11 
(wkp6 :: CBR) und ywkp12 (ykp6 :: FFluc) 


421 Kultivierung von Bakterien 


Die kryokonservierten Bakterien wurde 10 min auf Eis aufgetaut und an- 
schließend in einen neuen 20 ml Medium-Ansatz überführt. Die Suspension 
wurde über Nacht bei 37 °C und 15 rpm für Mycobacterium Stimme bzw. 
bei 220 rpm für alle anderen verwendeten Stámme geschüttelt. Für Mycobac- 
terium Stämme wurde Middlebrook 7H9 Medium und eine T25 Zellkulturfla- 
sche verwendet. Alle anderen verwendeten Stämme wurden in LB-Medium in 
50 ml Falcon?" konische Zentrifugenröhrchen kultiviert. 


Verwendete Lósungen 


Ix LB Medium 
106 NaCl 
10g Trypton 
5g Hefeextrakt 


Auffüllen auf 1 L mit dH,O 
Einstellen des pH auf 7.0 mit 5 N NaOH 
Autoklavieren bei 121?C für 10 Minuten 
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1x Middlebrook 7H9 Medium 
4.7g Middlebrook 7H9 Broth Base (Sigma-Aldrich, M0178) 
Auffüllen auf 900 L mit ddH,O und 2 ml Glycerin 
Autoklavieren bei 121?C für 10 Minuten 
Herunterkühlen auf 45-50°C 
Hinzufügen von 100 ml ADC Enrichment Supplement (Sigma-Aldrich, 
M0553) unter sterilen Bedingungen 
Sorgfaltig vermischen 


4.2.2 Kultivierung von Hefepilzen 


Die kryokonservierte Hefepilz C. albicans wurde 10 min auf Eis aufgetaut 
und anschlieBend in einen neuen 20 ml TSB-Ansatz überführt. Die Suspension 
wurde über Nacht bei RT bei 220 rpm geschüttelt. 


Verwendete Lósungen 


1x TSB-Medium 
17g Trypton 
3g Soyton 
5g NaCl 
2.5g K,HPO, 
2.5 g Glucose 
11 destilliertes Wasser 
pH 7,3 + 0,2 


4.2.3 Photometrische Analyse des Wachstumsverhaltens 


Die Bakterienanzahl wurde photometrisch über die optische Dichte bei 600 nm 
bestimmt. Dazu wurden jeweils die behandelten 96-Well Platte mittels einem 
Biorad SmartSpec 3000 Photometers gemessen. 


4.2.4 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration 
(MHK) 


MHK Bestimmung bei S. aureus und E. coli 


Die MHK wurde in 96-Well Platte durchgeführt. Dazu wurde eine Verdün- 
nungsreihe für jedes der insgesamt 424 Peptoide erstellt. Es wurde eine 9-stu- 
fige Verdünnung mit MHB-Medium vorgenommen. Dabei wurde je nach 
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Ausbeute des Peptoids entweder die Verdiinnungen 200 uM, 100 uM, 50 uM, 
25 uM, 12,5 uM, 6,3 uM, 3,125 uM, 1,625 uM und 0,78125 uM oder die Ver- 
dünnungen 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,3 uM, 3,125 uM, 1,625 uM, 
0,78125 uM und 0,390625 uM hergestellt. Von diesen Verdünnungen wurden 
jeweils 75 ul in je ein Well der 96-Well Platte gegeben. Die jeweilige Bakte- 
riensuspension wurde bis zur mittleren log-Phase (ОП, 0,4-0,6) kultiviert. 
Danach wurde die Bakteriensuspension auf eine End-OD,,, von 0,07 verdünnt 
und auf die Wells verteilt. Als Negativkontrolle wurden die Bakterien jeweils 
mit 10%-EtOH, 20 uM Rhodamin B und nur mit MHB-Medium behandelt. Als 
Positivkontrolle wurde für S. aureus Vancomycin und für E. coli Streptomycin 
verwendet. Die behandelten 96-Well Platte wurden bei 37?C und 15 rpm 18 h 
lang geschüttelt. Am nächsten Tag wurde die optische Dichte bei 600 nm mit 
einem Plattenlesemessgerát gemessen. Der MHK,, Wert wurde definiert als 
die Konzentration bei der 90% des Bakterienwachstums im Vergleich zur un- 
behandelten Kontrolle inhibiert wurde. Alle MHK-Bestimmungen wurden in 
Triplikaten und drei unabhángigen Versuchen angefertigt. 


Verwendete Lósungen 


1x MH-Medium 
21g Müller Hinton Medium (Carl Roth, X927.1) 
11 destilliertes Wasser 
Autoklavieren bei 121?C für 10 Minuten 


MHK Bestimmung bei Mycobacterium Stimmen 


Die verwendeten Peptoide wurde wie oben beschrieben in einer 96-Well Plat- 
te verdünnt. Die Mycobacterium Stämme wurden bis zur mittleren log-Pha- 
se (OD m 0,4-0,6) kultiviert. Danach wurde die Bakteriensuspension auf eine 
End-OD,,, von 0,05 verdünnt und auf die Wells verteilt. Als Negativkontrolle 
wurden die Bakterien jeweils mit 10%-EtOH und 20°uM Rhodamin B be- 
handelt. Als Positivkontrolle wurde Rifampicin verwendet. Die behandelten 
96-Well Platte mit M. bovis wurden 5 Tage und alle anderen Mycobacterium 
Stámme wurden 24°h bei 37°C und 110 rpm geschüttelt. Die optische Dichte bei 
600 nm mit einem Plattenlesemessgerát gemessen. Der MHK,, Wert wurde de- 
finiert als die Konzentration bei der 90% des Bakterienwachstums im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrolle inhibiert wurde. Alle MHK-Bestimmungen wurden 
in Triplikaten und drei unabhängigen Versuchen angefertigt. 
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MHK Bestimmung bei Candida albicans 


Die verwendeten Peptoide wurde wie oben beschrieben in einer 96-Well Platte 
verdünnt. Die Hefesuspension wurden bis zur mittleren log-Phase (ОО, 0,4- 
0,6) kultiviert. Danach wurde die Bakteriensuspension auf eine End-OD,,, von 
0,05 verdünnt und auf die Wells verteilt. Als Negativkontrolle wurden die Bak- 
terien jeweils mit 10%-EtOH und 20°uM Rhodamin B behandelt. Als Positiv- 
kontrolle wurde Fluconazol verwendet. Die behandelten 96-Well Platte 24°h 
bei 37?C und 120 rpm geschüttelt. Die optische Dichte bei 600 nm mit einem 
Tecan Infinite M200 PRO plate reader gemessen. Der MHK,, Wert wurde de- 
finiert als die Konzentration bei der 90% des Hefewachstums im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle inhibiert wurde. Alle MHK-Bestimmungen wurden 
in Triplikaten und drei unabhängigen Versuchen angefertigt. 


MHK und MBK Bestimmung bei K. pneumoniae 


Es wurden die K. pneumoniae-Stàmme NIH-1 ((ykp7) und AR-0666 (wkp6) 
von Dr. Andrea C. Young's (Centers for Disease and Prevention, USA) ver- 
wendet. Diese Stämme wurden mit den Plasmiden pJDC181 (hsp60 wi click 
beetle red (CBR)) und pJDC182 (hsp60 w/ firefly luciferase (FFluc)) trans- 
formiert um eine Biolumineszenz der Stámme zu generieren. Transformierte 
Stämme sind: ykp13 (Кр? :: СВК), wkp14 (укр? :: FFluc), wpk11 (wkp6 :: 
CBR) und ykpl2 (wkp6 :: FFluc). 

Für jeden Assay wurde eine Primärkultur von ykp12 oder wkp14 gestartet und 
über Nacht in MH-Medium bei 37? C schüttelnd gezüchtet. Eine Sekundär- 
kultur wurde am náchsten Tag gestartet und 3 Stunden lang inkubiert bis sie 
eine optische Dichte von etwa 1,5 bis 2,5 erreichte. Diese Kulturen wurden 
dann in MH-Medium mit 0,001% Essigsäure und 0,02% BSA verdünnt um 
eine berechnete OD von 0,001 zu ergeben. Dies entspricht etwa 5 x 10? ko- 
loniebildenden Einheiten (CFU/ml). Unter Verwendung von 96-Well Platten 
(Corning inkorporiert, Polypropylen, nicht pyrogen, Katalognummer 3879) 
wurden 100 ul der Bakteriensuspension für jedes getestete Peptoid oder Anti- 
biotikum in Triplikaten zugegeben. Jedes antimikrobielle Mittel wurde bei 
11 verschiedenen Konzentrationen in zweifachen seriellen Verdünnungen 
getestet. Für jeden Assay wurden nicht mehr als 25% des antimikrobiellen 
Volumens als maximale Ausgangskonzentration verwendet. Die verwendete 
maximale Konzentration betrug 256 ug/ml. Zu Beginn des Assays wurde die 
OD600 jedes Wells unter Verwendung eines Plattenlesegeráts gemessen. Die 
Platten wurden dann 16 h bei 37?C in einen durch Feuchtigkeit kontrollierten 
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Inkubator gestellt. OD600 wurde nach 0, 1, 3, 4, 6 und 16 h gemessen. Dann 
wurden jeweils 50 ul des Bakterien-Peptoid Gemisch für die Lumineszenz- 
messung auf eine weiße 96-Well-Platte übertragen. Diese wurden mit 50 ul 
MH-Medium und 10 ul Luciferin in Natriumcitratpuffer gemischt, um in jeder 
Vertiefung insgesamt 110 ul zu ergeben. Dann wurde die Biolumineszenz mit 
einem Plattenlesegerát gemessen. Die Messungen der Biolumineszenz wurde 
nach 1 h Inkubationszeit mit Luciferin vorgenommen. 


Zur Bestimmung des MBK wurde K. pneumoniae, die mit Peptoiden oder 
Antibiotika mit verschiedenen Konzentrationen in dreifacher Ausfertigung in- 
kubiert wurden, in 96-Well-Platten überführt. Zehnfache Reihenverdünnungen 
dieser Kulturen wurden mit 1 x PBS hergestellt und zur Bestimmung ihrer 
CFU/ml nach 16 Stunden plattiert. Eine Kontrolle nur mit Bakterien wurde 
nach 16 Stunden ausplattiert, um das Wachstum der K. pneumoniae-Stämme 
wkp12 und yec559 ohne jegliche Hemmung zu bestimmen. Die prozentua- 
le Überlebensrate wurde für jede Peptoid- oder Antibiotikakonzentration be- 
stimmt, indem jede KBE/ml mit der Kontroll-CFU/ml (ohne antimikrobielle 
Mittel) nach 16 Stunden verglichen wurde. Die MHK- und MBK,,-Werte wur- 
den relativ zu den Ausgangs-CFU/ml berechnet. MHK wurde als die minimale 
Konzentration des Peptoids definiert, die erforderlich ist, um das Wachstum 
der Ausgangskultur von Bakterien zu hemmen (< 100%). MBK,, wurde als die 
minimale Konzentration des Peptoids definiert, die erforderlich ist, um 99% 
der Startkultur abzutóten (< 1%). 


Verwendete Lósungen 


0,1 M Natriumcitratpuffer 


4.2.5 Bestimmung der bakteriziden Wirkung 


Für die minimale bakterizide Konzentration (MBK) wurde die jeweilige Bak- 
teriensuspension mit verschiedene Peptoidkonzentrationen für 24 h behandelt. 
Danach wurden diese zur CFU-Bestimmung auf eine MH-Agarplatte ausplat- 
tiert. Nach weiteren 24 h wurden die gebildeten Kolonien gezählt. Der MBK- 
Wert ist die niedrigste Peptoidkonzentration, bei der 99,9% der des Startinoku- 
lums getótet wurde. Alle MBK-Bestimmungen wurden in Duplikaten und drei 
unabhängigen Versuchen angefertigt. 
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Verwendete Lósungen 


MH-Agarplatte 


21g Müller Hinton Medium (Carl Roth, X927.1) 
15g Agar 
11 destilliertes Wasser 


Autoklavieren bei 121?C für 10 Minuten 


4.2.6 Zeitliche Bestimmung der bakteriziden Wirkung 


Die zeitliche Bestimmung der bakteriziden Wirkung wurde unter Verwendung 
ausgewählter Zeitpunkte in unterschiedlichen MBK-Werten definiert. Hierzu 
wurde die Bakteriensuspension mit verschiedene Peptoidkonzentrationen für 
die entsprechend ausgewählten Zeitpunkte behandelt. Danach wurden diese 
zur CFUBestimmung auf eine MH-Agarplatte ausplattiert. Nach 24°h wurden 
die gebildeten Kolonien gezáhlt. Die zeitliche Bestimmung der bakteriziden 
Wirkung ist die niedrigste Zeitangabe, bei der 99,9% der des Startinokulums 
getótet wurde. Alle zeitlichen Bestimmungen der bakteriziden Wirkung wur- 
den in Duplikaten und drei unabhängigen Versuchen angefertigt. 


4.2.7 | Synergistischer Effekt antimikrobieller Wirkstoffe 


Für die Bestimmung des synergistischen Effekts wurde das jeweilige Peptoide 
und das Antibiotikum nach dem System eines Schachbretts auf eine 96-well 
Platte verteilt. Die МНК, Bestimmung erfolgte dann wie in Kapitel 5.2.4 be- 
schrieben. Für die Auswertung wurden dann folgende Formeln angewendet: 


Ein synergistischer, additiver und antagonistischer Effekt wurde wie in Tabel- 
le 21 beschrieben bestimmt. 


Tabelle 21: Definition der synergistischen, additiven und antagonistische Wirkweise 
zweier Wirkstoffe anhand der Bestimmung der Determinante FICI. 


FICI 
Synergie <0,5 
Additiv 0,6-1,9 
Antagonie >2 
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4.3 Allgemeine Methoden der Zellkultur 


Die Arbeiten mit den Zellkulturlinie, Hela, HEK 293 T und RAW 264.7 er- 


folgten steril unter einer Laminar-Flow Sterilbank. Die Zellen wurden in ei- 
nem Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alle 
verwendeten Lósungen wurden vor der Verwendung im Wasserbad auf 37°C 


temperiert. 


Verwendete Puffer und Lósungen 


DMEM (Dulbeco's modified Eagle’s medium, high glucose, Sigma Aldrich) 
mit 10% fótalem Kálberserum (FKS, PAA) und 1 U/ml Penicillin/ 
Streptomycin (Gibco®, Life TechnologiesTM) 


Tyrpsin-Lésung 
0,25% Trypsin-EDTA Lésung 


Phosphatgepufferte Salzlósung (PBS) pH 7,4 (Sigma Aldrich) 


Einfriermedium 
50% FKS, 40% DMEM, 10% DMSO 


Verwendete permanente Zellkulturlinie 


HeLa 


HEPG2 


RAW 264.7 
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humane Gebármutterhalsrkarzinomzellen 
ATCC® CCL-2™ 

Kultivierung in DMEM mit 10% FKS 
Verdoppelungszeit ca. 24 h 


humane embryonale Leberkrebsepithelzellen 
ATCC® HB-8065™ 

Kultivierung in DMEM mit 10% FKS 
Verdoppelungszeit ca. 24 h 


Abelson murine Leukámievirus (Ab-MuLV) infizierte Maus- 
makrophagen 

ATCC* TIB-71* 

Kultivierung in DMEM mit 10% FKS 

Verdoppelungszeit ca. 24 h 


4.4 Bestimmung der Zellzytotoxizität mittels MTS-Test 


4.3.1 Passagieren der Zellen 


Bei einer Konfluenz zwischen 60% und 70% wurden die Zellen passagiert. 
Nach der lichtmikroskopischen Betrachtung der Zellen wurde das alte Medium 
abgesaugt und mit 10 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurde der Zellrasen 
mit 1 ml Trypsin-Lósung benetzt und für 5-7 min bei 37?C im Brutschrank be- 
lassen. Die abgelósten Zellen wurden mit 9 ml frischen DMEM aufgenommen 
und suspendiert. Die Zellzahl wurde mikroskopisch mit Hilfe einer Neubauer- 
Zühlkammer (Neubauer Improved, 0,100 mm Tiefe, 0,0025 mm?, Kammer- 
faktor 104) bestimmt. Geeignete Aliquote der Zellsuspension wurde in einer 
neuen Zellkulturschale nach Bedarf ausgestreut. Um optimale Bedingungen 
für das Wachstum der Zellen zu gewähren wurde in regelmäßigen Abständen 
ein Medienwechsel durchgeführt. 


4.3.2  Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 


Für die Kryokonservierung der Zellen wurde eine entsprechende Menge der 
Zellsuspension bei Raumtemperatur und 5000 rpm für 5 min zentrifugiert. Das 
Zellpellet wurde in Einfiermedium aufgenommen und zu je 2 x 10° Zellen in 
1,5 ml Kryoróhrchen eingefroren. Die Aliquote wurden für 2 Tage im Biofree- 
zer bei -80?C gelagert. Für die Langzeitlagerung wurden die Kryoróhrchen 
anschlieBend in flüssigem Stickstoff gelagert. 


Um neue Zellen in Kultur aufzunehmen, wurden die in flüssigem Stickstoff 
eingelagerten Zellen im Wasserbad bei 37?C aufgetaut. Danach wurde das Ali- 
quot in eine Zellkulturschale mit frischem Medium überführt und im Brust- 
schrank kultiviert. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel. Alle 2-3 Tage wur- 
den die Zellen passagiert. 


4.4 Bestimmung der Zellzytotoxizität mittels 
MTS-Test 


MTS-Tests werden zur Bestimmung von Zellproliferation, Zellviabilitát und 
Zytotoxizität verwendet. Lebende Zellen sind dabei in der Lage den MTS Te- 
trazolium Farbstoff intrazellulár in den blauen Farbstoff Formazan zu redu- 
zieren. Diese Umwandlung geschieht vermutlich durch NAD(P)H-abhängige 
Dehydrogenaseenzyme in metabolisch aktiven Zellen. Der von den lebens- 
fáhigen Zellen produzierte blaue Formazan-Farbstoff kann durch Messen der 
Absorption bei 490—500 nm quantifiziert werden. 
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Das MTS-Assay-Protokoll wurde durchgeführt, indem das MTS-Reagens di- 
rekt in das Zellkulturmedium gegeben wird, ohne die intermittierenden Schrit- 
te, die bei einemMTT-Assay erforderlich sind. Darüber hinaus erfordert dieser 
Hochdurchsatzassay im Gegensatz zum MTT-Assay keinen Wasch- oder So- 
lubilisierungsschritt. 


Verwendete Puffer und Lósungen 


MTS-Reagens (Promega CellTitre 96 Aqueous Nonradioactive Cell prolifera- 
tion Assay) 

DMEM 

Trypsin 

PBS 


In eine T75 Zellkulturflasche wurden HepG2 Zellen bis zu einer Konfluenz 
von 70-80% kultiviert. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen, trypsi- 
niert und in frischem Medium wieder aufgenommen. Die Zellsuspension wur- 
de dann bei 400 g für 3 min zentrifugiert, um die Zellen anschließend in fri- 
schem Medium resuspendiert. In einer 96-Well Platte wurden pro Well 2x10* 
Zellen/100 ul der resuspendierten Zellen ausgestreut und für 24 h bei 37°C 
und 5% Co, im Brutschrank zum Anwachsen belassen. Anschließend wurde 
das Medium abgesaugt ohne dabei die Zellschicht zu zerstóren. Je 200 ul der 
reihenverdünnten Peptoide wurden auf die Wells verteilt. Für die Positivkon- 
trolle wurde 1% Triton-x verwendet und als Negativkontrolle wurden Zellen 
unbehandelt belassen, sowie mit 10% EtOH behandelt. Die Inkubation erfolgte 
für 24 h bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank. Nach Ablauf der Inkubations- 
zeit wurde der Überstand abgesaugt und 100 ul frisches Medium, sowie 20 ul 
MTS-Reagens zugegeben. Die 96-Well Platte wurde in Alufolie eingewickelt 
und für 3,5 h bei 37°C und 5% CO, zur Farbstoffentwicklung im Brutschrank 
inkubiert. Die Intensitát des Formazans wurde photometrisch bei 490 nm in 
einem Plattenlesegerät (Infinite M200 PRO plate reader, Tecan) bestimmt. Die 
Zellzytotoxizitát wurde unter Verwendung folgender Formel charakterisiert: 


Experiment Positivkontrolle 


VoZellzytotoxizität = I x 100 


Negativkontrolle a EEN 


I = Intensität 


Der LD. -Wert wurde als die Konzentration definiert bei der 50% Reduktion 
des Signals im Vergleich zur Negativkontrolle stattfand. 
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4.6 Membranpermeabilitätsuntersuchung mittels Durchflusszytometrie 


4.5 Hämolytische Aktivität 


Für die Evaluierung der hamolytischen Aktivität wurde frisches humanes Blut 
in EDTA-Röhrchen gesammelt und anschießend bei 1000 g für 10 min zentri- 
fugiert. Dabei muss die Stärke der Beschleunigung und die Stärke der Abbrem- 
sung der Zentrifuge bei jedem Zentrifugationsschritt stets auf ein Minimum 
heruntergestellt werden. Das entstandene rote Blutkörperchen enthaltene Pellet 
wurde 4-mal mit dem 5-10-fachen Volumen an PBS gewaschen. Anschließend 
wurde bei 1000g für 10 min zentrifugiert und mit 3-4 ml PBS resuspendiert. 
Die aufbereiteten roten Blutkörperchen sind bis zu 3 Wochen haltbar. 


In eine 96-Well Platte wurde je 200 ul der reihenverdünnten Peptoide über- 
führt und 10° rote Blutkörperchen pro Well hinzugegeben. Für die Positivkon- 
trolle wurde 1% Triton-x verwendet und als Negativkontrolle wurden Zellen 
unbehandelt belassen, sowie mit 10% EtOH behandelt. Die Inkubation erfolgte 
für 24 h bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank. Nach Ablauf der Inkubations- 
zeit wurde die 96-Well Platte bei 1000 g für 10 min zentrifugiert. Anschließend 
wurde 100 ul des Überstandes auf eine neue 96Well Platte übertragen. Der 
Überstand wurde gut vermischt um eine gute Homogenisierung zu erreichen. 
Die Absorption wurde bei 540 nm in einem Plattenlesegerät (Infinite M200 
PRO plate reader, Tecan) bestimmt. Der Hämolyse Assay wurde mit Blut von 
verschiedenen Spendern durchgeführt. Die hämolytische Aktivität wurde unter 
Verwendung folgender Formel charakterisiert: 


RS n on 


A 


540 Triton x 100: ^ "540 Blank 


%Hämolyse = А х 100 


А = Absorption bei 540 nm 


Der HD,,-Wert wurde als die Konzentration definiert bei der 50% Reduktion 
des Signals im Vergleich zur Negativkontrolle stattfand. 


4.6 Membranpermeabilitätsuntersuchung 
mittels Durchflusszytometrie 


Die S. aureus Bakterienkultur in der mittleren log-Phase wurde in frischem 
MHMedium verdünnt, um eine OD, von 0,15 zu erreichen. Es wurde dann 
zweimal mit PBS gewaschen und in PBS resuspendiert. Die Suspension wur- 
de mit 1 x MHK der ausgewählten Peptoide und 50 nM SYTOX-Green für 
2 Stunden bei 37? C inkubiert. Das Inkubationsgemisch wurde zweimal in 
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PBS gewaschen und im gleichen Volumen PBS resuspendiert. Die Durchfluss- 
zytometrie wurde anschlieBend durchgefiihrt und die Daten wurden mit dem 
CytoFLEX LX-Durchflusszytometer und CytExpert (Beckman Coulter, Brea, 
CA) analysiert. Die Bakteriensuspension wurde auch mit 35% Ethanol und 
50 nM SYTOX Green 1 Stunde bei 37 ° C als positive Kontrolle inkubiert. 
Kontrollen von ungefärbten Zellen und Peptoidbehandlung in Abwesenheit 
von SYTOX-Green wurden ebenfalls analysiert, um Hintergrundgeräusche zu 
berücksichtigen. 


4.7 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 


Es wurden 2x10* RAW 264.7 Zellen in einem Volumen von 200 ul pro Well in 
einem 8-Well Chamber Slide (u Slide 8 Well ibiTreat, Ibidi) ausgesät und für 
24 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen jeweils mit 10 uM Peptoiden 
behandelt. Nach weiteren 24 h Inkubation wurden die Zellen für 15 min mit 
MitoTracker® Green FM (Endkonzentration: 125 nM) gefarbt. Danach wurden 
die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und anschließend mit Hoechst 33342 
(2 ug/ml) behandelt. 


Die simultane Visualisierung der Mitochondrien und der Zellkerne mit den 
Peptoiden wurde das inverse Mikroskop (Leica SP5, DMI6000) mit der Leica 
Application Suite (LAS-AF) Software und dem HCX PL APO CS 63.0x1.20 
WATER UV Objektiv verwendet. Dabei wurde der MitoTracker® Green FM 
mit einem Argon Ionen Laser (30%), Hoechst 33342 bei 364 nm mit einem 
UV Laser und das Rhodamin B, welches an die Peptoide gekuppelt wurde bei 
561 nm mit einem DPSS Laser angeregt. Die Emission der Fluoreszenz wurde 
bei 499-522 nm für MitoTracker® Green FM, 417468 nm für Hoechst 33342 
und bei 593-696 nm für die Peptoide gemessen. Alle Bilder wurden bei einer 
Auflósung von 1024x1024 Pixeln, 8 Bit Farbtiefe und einer Scannergeschwin- 
digkeit von 200 Hz aufgenommen. 


4.8 TNF-alpha ELISA Assay 


Für den TNF-alpha ELISA Test wurden Nunc™ MaxiSorp™ 96-Well Platten 
mit je 100 ul pro Well Capture Antikórper beschichtet. Die Platten wurden ver- 
siegelt und über Nacht bei 4?C inkubiert. Am náchsten Tag wurden die Platten 
3-mal mit mindestens 250 ul Waschpuffer gewaschen. Dabei wurde darauf 
geachtet, dass der Waschpuffer jeweils mindestens 1 min lang einwirken konn- 
te, um die Effektivität des Waschens zu erhöhen. Anschließend wurden die 
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4.8 TNF-alpha ELISA Assay 


Platten mit je 200 ul ELISASPOT Diluent für 1 h und bei RT geblockt. Nach 
Ablauf der Inkubationszeit wurde nochmals mit Waschpuffer gewaschen. An- 
schließend wurde je 100 ul der reihenverdünnten ausgewählten Peptoide auf 
die Wells verteilt und die Platte wurde versiegelt. Nach einer weiteren Inku- 
bationszeit von 2 h bei RT wurde die Platte 5-mal mit >250 ul Waschpuffer 
gewaschen. Anschließend wurde je 100 ul Detection Antikörper auf die Wells 
verteilt. Die Platte wurde versiegelt und 1 h bei RT inkubiert. Nach der In- 
kubationszeit wurde die Platte 5-mal mit >250 ul Waschpuffer gewaschen. 
Es wurde 100 ul pro Well Avidin-HRP hinzugegeben, die Platte wurde ver- 
siegelt und für 30 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde 100 ul pro Well 
1x TMB-Substrat Solution hinzugegeben und für 15 min bei RT inkubiert. An- 
schließend wurde 50 ul Stop Solution pro Well verteilt. Die Absorption wurde 
bei 450 nm in einem Plattenlesegerät (Infinite M200 PRO plate reader, Tecan) 
bestimmt. Für die Bestimmung der Standardkurve wurden die Schritte im In- 
vitrogen Protokoll befolgt. 


Verwendete Puffer und Lösungen 


Capture Antikörper (Anti-Maus TNF alpha Antikörper, 250X, 1:1250 in Coa- 
ting Puffer, Invitrogen) 

Detection Antikörper (biotinkonjugierter Anti-Maus TNF alpha Antikörper, 
250X, 1:1250 in ELISASPOT Diluent, Invitrogen) 

Coating Puffer (Invitrogen) 

ELISASPOT Diluent (Invitrogen) 

TMB-Substrat Solution (Invitrogen) 

Avidin-HRP Konzentrat (250X, 1:1250 in ELISASPOT Diluent, Invitrogen) 


Waschpuffer 
Ix PBS 
0,05% Tween 20 
Stop Solution 
IN H,SO, 
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4.9 Mannosebeschichtet Peptoid-Nanosheets 


4.9.1 Bindung der Bakterien an Peptoid-Nanosheets 


Übernachtkulturen der Stämme Е. coli ORN 178 und E coli ORN 208 wurden in 
LBMedium bei 37?C und statischer Lagerung hergestellt. Am nächsten Tag wur- 
den die Bakteriensuspensionen bei 3200g für 10 min und bei 4°C zentrifugiert. 
Das Pellet wurde in M1-Medium auf eine OD 0,2 resuspendiert. Anschließend 
wurden 15 ul der jeweiligen Bakteriensuspension und je 5 ul Nanosheet in ein 
Eppendorfgefäß überführt und bei 37°C bei 180 rpm für 30 min inkubiert. Nach 
der Inkubationszeit wurde die erfolgreiche Bindung der mannosebeschichteten 
B28 Nanosheets mittels Konfokale Mikroskopie überprüft. 


Bei der Verwendung des Bakterienstamms E coli ATCC 33456 ORN 178 
wurde stets Tetracyclin hinzugegeben und bei der Verwendung des Bakterien- 
stamms E. coli ATCC 33456 ORN 208 wurde stets Tetracyclin und Kanamycin 
hinzugegeben. 


Verwendete Puffer und Lósungen 


Nanosheet B28 (Mannosebeschichtet, LBNL, Berkeley, CA) 
Nanosheet B36 (Kontrolle, keine Mannose, LBNL, Berkeley, CA) 


M1-Medium 
50 mM PIPES 
7,5 mM NaOH 
28 mM NH4CL 
1,3 mM KCl 
4,3 mM NaH2PO4 
100 mM NaCl 


Einstellen des pH auf 7.0 mit 5 N NaOH 
Autoklavieren bei 121°C für 10 Minuten, danach folgende Substan- 
zen hinzufügen: 


10 ml Vitamin Stock 100x 
10 ml Mineral Stock 100x 
10 ml Aminosäuren Stock 100x 
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Vitamin Stock 100x 


2 mg D-Biotin (B7) 

2 mg Folsáure (B9) 

10 mg Pyridoxin HCl (B6) 
5mg Thiamin НСІ (ВІ) 

5 mg Nicotinsäure (B3) 

5 mg D-Pantothensäure (B5) 
0,1 mg Cobalamin (B12) 
5mg p-Aminobenzoesäure 
5 mg a-Liponsáure 


Auffüllen auf 1 L mit ddH,O 
Sterilfiltrieren und bei 4?C lichtgeschützt aufbewahren 


Mineral Stock 100x 


7,85 mM C,H,NO Na, (Na-NTA) 
12,17 mM MgSO, 
2,96 mM MnSO, 
17,11 mM NaCl 

0,36 mM FeSO, 
0,68 mM CaCl, 
0,42 mM Col: 
0,95 mM ZnCl, 
0,040 mM CuSO, 
0,021 mM AIK(SO,), 
0,016 mM H,BO, 
0,010 mM Na,MoO, 
0,010 mM NCL 
0,076 mM Na,WO, 


Einstellen des pH auf 7.0 mit 5 N NaOH 
Sterilfiltrieren und bei 4°C aufbewahren 


Aminosäuren Stock 100x 


2g L-Glutaminsáure 
2g L-Arginin 
2g D,L-Serin 


Auffüllen auf 1 L mit ddH,O 
Einstellen des pH auf 7.0 mit 5 N NaOH 
Sterilfiltrieren und bei 4?C aufbewahren 
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Verwendete Bakterienstämme 


E. coli ATCC 33456 ORN 178 (tetR) 
E. coli ATCC 33456 ORN 208 (tetR, kanR) 


4.9.2 Bestimmung der Koloniebildungsfähigkeit der an 
die Nanosheets gebundenen Bakterien 


Für die Bindung der Bakterien an die Nanosheets wurden drei Ansätze mit 
jeweils 5 ul, 10 ul und 20 ul Nanosheet für 30 min bei 37°C inkubiert. Da- 
nach wurden die Bakteriensuspensionen mittels einer Reihenverdünnung auf 
LB-Agarplatten ausplattiert. Bei der Ausplattierung des Bakterienstamms E. 
coli NTCC 33456 ORN 178 wurde auf die Agarplatten Tetracyclin verstrichen 
und bei der Verwendung des Bakterienstamms E coli ATCC 33456 ORN 208 
wurde auf die Agarplatten Tetracyclin und Kanamycin verstrichen. Die Agar- 
platten wurden bei 37?C für 24 h inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden 
Kolonien gezáhlt. Die Ansátze wurden in Duplikaten und in zweifacher Aus- 
fertigung angesetzt. 


Verwendete Lósungen 


Ix LB Agar 
10g NaCl 
106 Trypton 
5g Hefeextrakt 
156 Agar 
Auffüllen auf 1 L mit dH,O 
Einstellen des pH auf 7.0 mit 5 N NaOH 
Autoklavieren bei 121?C für 10 Minuten 


4.10 Soft X-ray Tomographie 


Eine Е. coli Übernachtkultur in LB-Medium wurde am nächsten Tag bis zu 
OD=0,4 kultiviert. Anschließend wurde in ein 48-Well Platte je 500 ul der 
ausgewählten MHKKonzentrationen der Peptoide und 500 ul der Bakterien- 
suspension für 4h bei 37?C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die 
Proben bei 1000g für 5 min zentrifugiert und 5-mal mit PBS gewaschen. Das 
Pellet wurde in möglichst wenig PBS (6-20 ul, je nach Pelettgröße) gelöst. 
Für die X-Ray Tomographie wurde pro Probe je 3 dünnwandige Glaskapillare 
angefertigt. In die Glaskapillare wurden je 2 ul der Probe pipettiert und an- 
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4.10 Soft X-ray Tomographie 


schlieBend wurde mit einem Mikroskop das Vorhandensein der Bakterien in 
der Glaskapillare tiberpriift. Dabei ist auch darauf zu achte, dass keine Luft- 
blaschen in der Proben vorhanden sind. Die Glaskapillare wurde dann ziigig 
in flüssigem Stickstoff schockgefrostet. Die X-Ray Datensátze wurden mit ei- 
nem XM-2 soft X-ray Mikroskop des National Center für X-Ray Tomographie 
(http://next.lbl.gov) ап der Advanced Light Source (http://www.als .Ibl.gov) 
des Lawrence Berkeley National Laboratory (LBNL) gesammelt. XM-2 ist mit 
Fresnel-Zonenplatten basierenden Kondensor- und Objektivlinsen (hergestellt 
vom Centre for X-Ray Optics, LBNL) ausgestattet und wurde speziell fiir die 
Untersuchung biologischer Proben bei Tiefsttemperaturen entwickelt. Die Bil- 
der wurden zu allen Zeiten in einer Atmosphäre aus mit flüssigem Stickstoff 
gekühltem Heliumgas aufgenommen. Für jeden Datensatz wurden 90 Projek- 
tionsbilder sequentiell um eine Drehachse in Schritten von 2? aufgenommen, 
um eine Gesamtdrehung von 180 ? zu erhalten. Das Mikroskop war mit einer 
Auflósung ausgestattet, die eine 50-nm-Objektivlinse definiert. Es wurde eine 
Belichtungszeit zwischen 150 und 300 ms verwendet (abhángig vom Synchro- 
tronRingstrom). 


LAC Kalkulation und manuelle Segmentierung 


Rekonstruierte Zellen wurden in Subvolumina mit ähnlichen LACs unterteilt. 
Der LAC für jedes Voxel wurde direkt aus den experimentellen Daten gemes- 
sen. Die Absorption soft X-Ray Róntgenstrahlen folgt dem Beer'schen Gesetz 
und ist daher konzentrations- und molekularartenabhángig. Im Fall von isolier- 
ten Biomolekülen kann der LAC experimentell gemessen oder einfach anhand 
der chemischen Zusammensetzung der Probe berechnet werden. Beispielswei- 
se wurde berechnet, dass Eis einen LAC von 0,109 uM” aufweist, wohinge- 
gen ein Modellprotein mit der chemischen Zusammensetzung C,,H,,,N,,0,,S 
einen LAC von 1,35 рМ" aufweist (Weiss et al. 2000). Diese Begebenheit 
wird im Zusammenhang mit 50-nm-Voxeln bei der Rekonstruktion einer Zelle 
komplexer. In diesem Fall enthält jedes Voxel mit ziemlicher Sicherheit eine 
Mischung von Biomolekülen (Lipide, Protein, Wasser usw.). Daher ist der 
LAC für eine segmentierte Organelle ein Maf für die gesamte biochemische 
Zusammensetzung. Die manuelle Segmentierung, die Messung von Voxelwer- 
ten zur Berechnung von LACs und die Erstellung von Filmen wurden mit dem 
Amira-Softwarepaket (Mercury Computer Systems) durchgeführt. 
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4. Material und Methoden 


4.11 


u-Slide 8-Well, ibiTreat 
1-Hydroxybenzotriazolehydrat 
2-Butanol 

400 MHz NMR Spectrometer 
4-Chlorobenzylamin 
4-Fluorobenzylamin 
4-Hydroxybenzylamin 
96-Well Plattenlesegerät 


96-Well Plattenlesegerät 


96-Well Plattenlesegerät 
Acetonitril 

Agar 

Analytische Waage 

Ascorbic acid 

Benzylamin 

Boc-anhydrid 

Bromessigsáure 
Bromopropylamine hydrobromide 
Butylamin 

Ciprofloxacin 

Clarithromycin 

Diaminobutan 

Dichlormethan 

Diethylether 

Dimethylformamid 
Dimethylformamid, peptide grade 
Dimethylsulfoxid 

DMEM 
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Geräte und Materialien 


ibidi® 

Sigma-Aldrich® 

Sigma-Aldrich® 

Bruker 

Sigma-Aldrich® 

Sigma-Aldrich® 

Sigma-Aldrich® 

SpectraMax ID3, Molecular Devices, 
USA 

Ultra Microplate ELx808, BioTEK 
Instruments, INC 

Tecan 


Fisher Scientific 
Sigma-Aldrich® 
VWR International 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Carl Roth® 

VWR International 
VWR International 
Aber 

Carl Roth” 

Gibco* 


4.11 Geräte und Materialien 


DPBS 

EDTA-RGhrchen 
Einmal-Impfósen 
Einmal-Kanülen 
Einmal-Spatel, Drigalski 
Einweg Spatel 

Ethanol 99,8% 
Ethylacetat 

Falcon Tubes 15 ml, 50 ml 
FCS 

Glaskapillare, 1.9 x 100mm 
Hefeextrakt 

Hexylamin 

Hoechst 33342 

HPLC 

HPLC 

Imipenem 

Indolicidin 

Inkubator 

IRORI Mini+B2:B79Kans 
IRORI radiofrequency tag 
IRORI USB-Stick 
Isoniazid 

Kanamycin 
Konfokalmikroskop 
LB-Medium, Miller 
LL-37 

Magainin 2 

MALDI TOF/TOF 
Melittin 

Meropenem 


Gibco® 

VWR International 
VWR International 
Carl Roth® 

VWR International 
VWR International 
VWR International 
VWR International 
CELLSTAR®, Greiner Bio-One 
Gibco® 

Altmann Analytik 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Invitrogen™ 

GE Healthcare Life Science 
Puriflash, Interchim 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Binder 

IRORI® 

IRORI® 

IRORI® 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich* 
Leica SPE 

Carl Roth? 
AnaSpec 

AnaSpec 

Applied Biosystems/MDS SCIEX 
AnaSpec 
Sigma-Aldrich* 
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4. Material und Methoden 


Messpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, 
50 ml 

MH-Medium 

Middlebrook 7H9 Medium 
MitoTracker® Green 


MTS 

Multikanalpipette 
N,N‘-Diisopropylcarbodiimid 
Na,SO, 

Octanol 

Parafilm* M 
Penicillin-Streptomycin 


Petrischale 

Piperidin 

PIPES 

Рірейеп (0,5 ul-1000 ul) 
Pipettenspitzen 0,1-10 pl 
Pipettenspitzen 100-1000 ul 
Pipettenspitzen 1-200 ul 

PP Reaktor mit PE Fritte 10 ml 
PP Reaktor mit PE Fritte 20 ml 
PP Reaktor mit PE Fritte 5 ml 
Propargylamin 

Pyridin 

Rhodamine B 

Rifampicin 

Rink Amide AM resin LL 
Safe-Lock Tubes, 1,5 ml 
Safe-Lock Tubes, 2,0 ml 
Soyton 
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Mr. FrostyTM Freezing Container 


Brand GmbH 


Carl Roth” 
Sigma-Aldrich® 
Thermo Scientific 
Thermo Scientific 
Promega 
Eppendorf 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Gibco* 
CELLSTAR®, Greiner Bio-One 
Carl Roth® 
Sigma-Aldrich® 
Eppendorf 


® 


Corning? Life Science 


Corning? Life Science 


Corning? Life Science 
MultiSynTech GmbH 
MultiSynTech GmbH 
MultiSynTech GmbH 
Sigma-Aldrich 

VWR International 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Novabiochem 
Eppendorf 
Eppendorf 
Sigma-Aldrich® 


4.11 Geräte und Materialien 


Speed Vac 

Sterilbank 

Sterilfilter, 0,2 ul 

SYTOX® Green 

Tetracyclin 

TNF alpha Human ELISA Kit 
Tobramycin 

Trifluoroacetic acid 
Triton-X-100 

Trypan blue 

Trypsin-EDTA 

Trypton 

Tween 20 

Vancomycin 
Zellkulturflaschen 
Zellkulutur Multiwellplatten 
Zentrifuge 
a-Cyano-4-hydroxyzimtsäure 


Eppendorf 

Clean Air 

Whatmann® Schleicher&Schuell® 
Thermo Scientific 
Sigma-Aldrich® 

Invitrogen™ 

Sigma-Aldrich® 

Carl Roth® 

Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 

Gibco® 

Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 
Sigma-Aldrich® 

CELLSTAR®, Greiner Bio-One 
CELLSTAR®, Greiner Bio-one 
Eppendorf, VWR International 
Sigma-Aldrich® 
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Appendix 


a) Peptoidbibliothek 1 


Tabelle 22: Peptoidnummer, Sequenz, Farbcode, Zahlencode, Molekulargewicht und 
Identifizierung der Peptoide in Peptoidbibliothek 1. 


Nr. Sequenz* Farbcode Zahlen- MW? Peptoid 
code vorhanden* 


g/mol (У/х) 


1 Nprg-Nprg-Nprg-Nprg j 1 Ú 1111 822,5 Y 
2 Nprg-Nprg-Nprg-Npcb ШЕШЕ 1112 908,5 x 
3 Nprg-Nprg-Nprg-Nlys Fee 1113 855,6 Y 
4 Nprg-Nprg-Nprg-Nphe НЕ ү} 1114 874,5 “ 
5 Nprg-Nprg-Npcb-Nprg (HHH) 1121 908,5 Y 
6 Nprg-Nprg-Npcb-Npcb IH HHS 1122 994.4 Y 
7 Nprg-Nprg-Npcb-Nlys umm 1123 941,5 x 
8 Nprg-Nprg-Npcb-Nphe [HHH | 1124 960,5 Y 
9 Nprg-Nprg-Nlys-Nprg IH HH | 1131 855,6 Y 
10 Nprg-Nprg-Nlys-Npcb mmm 1132 941,5 Y 
11 Nprg-Npre-Nlys-Nlys ПЕЕ а 1133 888,6 Y 
12 Nprg-Nprg-Nlys-Nphe IH HOH | 1134 907,6 Y 
13 Nprg-Nprg-Nphe-Nprg [HH H) 1141 874,5 Y 
14 Nprg-Nprg-Nphe-Npcb Be m 1142 960,5 Y 
15 Nprg-Nprg-Nphe-Nlys ГН HS 1143 907.6 Y 
16 Nprg-Nprg-Nphe-Nphe HHPH HJ 1144 926,6 x 
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Nr. Sequenz Farbcode Zahlen- MW? Peptoid 
code vorhanden‘ 
g/mol (У/х) 
17 Nprg-Npcb-Nprg-Nprg ' H | 1211 908,5 V 
18 Nprg-Npcb-Nprg-Npcb | H H H |] 1212 9945 / 
19 Nprg-Npcb-Nprg-Nlys ГНЕ H |] 12:13 941,5 м 
20 Nprg-Npcb-Nprg-Nphe HHH 1214 960,5 м 
21 Nprg-Npcb-Npcb-Nprg ГН НЕ | 1221 994,5 v 
22 Nprg-Npcb-Npcb-Npcb НҮ 1222 1080,5 Y 
23 Nprg-Npcb-Npcb-Nlys НҮ 1223 1029,5 м 
24 Nprg-Npcb-Npcb-Nphe m; | 1224 1046,5 м 
25 Nprg-Npcb-Nlys-Nprg ҤЕ 1.231 941,5 “ 
26 Nprg-Npcb-Nlys-Npcb НҮ 1232 1027,5 м 
27 Nprg-Npcb-Nlys-Nlys Ei An 1233 974.6 Y 
28  Nprg-Npcb-Nlys-Nphe Г | 1234 993,6 е 
29 Nprg-Npcb-Nphe-Nprg HH HI 1241 960,5 м 
30 Nprg-Npcb-Nphe-Npcb I HH HY 1242 1046,5 Y 
3l Nprg-Npcb-Nphe-Nlys ГНЕ | 1243 993,6 м 
32 Nprg-Npcb-Nphe-Nphe HH H 1244 1012,5 x 
33 Nprg-Nlys-Nprg-Nprg E ни 1311 855,5 “ 
34 Nprg-Nlys-Nprg-Npcb HH HJ 1312 941,5 x 
35 Npre-Niys-Npre-Niys ІНЕ Ы 1313 8886 v 
36 Nprg-Nlys-Nprg-Nphe OE | 1314 907,6 Y 
37 Nprg-Nlys-Npcb-Nprg (HHH | 1321 941,53 2 
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Nr. Sequenz Farbcode Zahlen- Mw? Peptoid 
code vorhanden* 
g/mol (V/X) 
38 Nprg-Nlys-Npcb-Npcb | HH HI 1322 1027,5 Y 
39 Nprg-Nlys-Npcb-Nlys | mmH 1323 9746 v 
40 Nprg-Nlys-Npcb-Nphe (HHH) 1324 993,6 Y 
41 Nprg-Nlys-Nlys-Nprg (HHH | 1331 888,6 Y 
42 Nprg-Nlys-Nlys-Npcb Pä in 1332 974,6 Y 
43 Nprg-Nlys-Nlys-Nlys mito 1333 921,6 x 
44 Nprg-Nlys-Nlys-Nphe ШЕШ 1334 940,6 Y 
45 Nprg-Nlys-Nphe-Nprg | HOH HJ 1341 907,6 Y 
46 Nprg-Nlys-Nphe-Npcb msg HE 1342 993.6 Y 
47 Nprg-Nlys-Nphe-Nlys (HH HH 1343 940,6 Y 
48 Nprg-Nlys-Nphe-Nphe [HH H 1344 959,6 Y 
49 Nprg-Nphe-Nprg-Nprg E ШЕШ 1411 874,5 Y 
50 Nprg-Nphe-Nprg-Npcb CH HH 1412 960,5 Y 
51 Nprg-Nphe-Nprg-Nlys (HHEH 1413 907,6 Y 
52 Nprg-Nphe-Nprg-Nphe LH HH I 1414 926.6 Y 
53 Nprg-Nphe-Npcb-Nprg mH) BN 1421 960,5 x 
54 Nprg-Nphe-Npcb-Npcb LH mH 1422 1046,5 Y 
55 Nprg-Nphe-Npcb-Nlys LH Н 1423 993,6 Y 
56 Nprg-Nphe-Npcb-Nphe mH HH 1424 1012,5 2 
37 Nprg-Nphe-Nlys-Nprg (HHH | 1431 907,6 x 
58 Nprg-Nphe-Nlys-Npcb LH HHI 1432 993,6 y 
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Nr. Sequenz: Farbcode Zahlen- MW? Peptoid 
code vorhanden‘ 
g/mol (У/х) 
59 Nprg-Nphe-Nlys-Nlys H mm 1433 940,6 Y 
60 Nprg-Nphe-Nlys-Nphe mu HH | 1434 959,6 "4 
61 Nprg-Nphe-Nphe-Nprg LH H HH 1441 926,6 2 
62 Nprg-Nphe-Nphe-Npcb HH H 1442 1012,5 Y 
63 Nprg-Nphe-Nphe-Nlys EH H HE 1443 959,6 V 
64 Nprg-Nphe-Nphe-Nphe HHH] 1444 978,6 Y 
65 Npcb-Nprg-Nprg-Nprg ШИШ + + | 2111 908,5 “ 
66 Npcb-Nprg-Nprg-Npcb HH H| 2112 994,5 v 
67 Npcb-Nprg-Nprg-Nlys ШЕН ШЫ 2113 941,5 V 
68 Npcb-Npre-Nprg-Nphe BH | 2114 960,5 V 
69 Npcb-Nprg-Npcb-Nprg LH HH | 2121 994,5 v 
70 Npcb-Nprg-Npcb-Npcb IHH HJ 2122 1080,5 V 
71 Npcb-Nprg-Npcb-Nlys ИХ gd | 2123 1027,5 “ 
72 Npcb-Nprg-Npcb-Nphe CH HH | 2124 1046,5 V 
73 Npcb-Nprg-Nlys-Nprg LH К I 2131 941,5 v 
74 Npcb-Nprg-Nlys-Npcb I í | 2132 1027,5 "4 
75 Npcb-Nprg-Nlys-Nlys E ШЕ 2133 974,6 “ 
76 Npcb-Nprg-Nlys-Nphe LH | | 2134 993,6 V 
TI Npcb-Nprg-Nphe-Nprg HHH] 2141 960,5 V 
78 Npcb-Nprg-Nphe-Npcb mH | 2142 1046,5 x 
79 Npcb-Nprg-Nphe-Nlys El H Hg 2143 993,6 Y 
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Nr. Sequenz* Farbcode Zahlen- MW» Peptoid 
code vorhanden* 
g/mol (У/х) 
80 Npcb-Nprg-Nphe-Nphe HH | 2144 1012,5 Y 
81 Npcb-Npcb-Nprg-Nprg BEEN 2211 9945 v 
82 Npcb-Npcb-Nprg-Npcb H H HI 2212 1080,5 Y 
83 Npcb-Npcb-Nprg-Nlys CHH EJ 2213 1027,5 Y 
84 Npcb-Npcb-Nprg-Nphe HH | 2214 1046,5 Y 
85 Npcb-Npcb-Npcb-Nprg гра | 2221 1080,5 Y 
86 ^ Npcb-Npcb-Npcb-Npcb [HHH] 2222 11665 y 
87 Npcb-Npcb-Npcb-Nlys LH HJ 2223 1113,5 Y 
88 Npcb-Npcb-Npcb-Nphe | 1 1 2224 11325 y 
89 Npcb-Npcb-Nlys-Nprg [HHH] 2231 1027,5 Y 
90 Npcb-Npcb-Nlys-Npcb ІНГІ 2232 1113,5 “ 
91 Npcb-Npcb-Nlys-Nlys Em m 8 2233 1060,6 v 
92 Npcb-Npcb-Nlys-Nphe ра | 2234 1079,6 Y 
93 Npcb-Npcb-Nphe-Nprg HH HJ 2241 1046,5 Y 
94 ` Npcb-Npcb-Nphe-Npcb HHH 2242 1132,5 v 
95  Npcb-Npcb-Nphe-Nlys EM HN 2243 1079,5 " 
96 Npcb-Npcb-Nphe-Nphe HH HJ 2244 1098,5 Y 
97 Npcb-Nlys-Nprg-Nprg LIH d 2311 941,5 x 
98  Npcb-Nlys-Nprg-Npcb EN NN 2312 1027,5 е 
99 Npcb-Nlys-Nprg-Nlys CHH HJ 2313 974,6 Y 
100 Npeb-Nlys-Nprg-Nphe ГҤҤ | 2314 993,6 Y 
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Nr. Sequenz Farbcode Zahlen- MW? Peptoid 
code vorhanden‘ 
g/mol (vIX) 
101 Npcb-Nlys-Npcb-Nprg ШЕН 2321 1027,5 Y 
102 Npcb-Nlys-Npcb-Npcb LH HHI 2322 1113,5 v 
103 Npcb-Nlys-Npcb-Nlys HHH] 2323 1060,6 Y 
104 ` Npeb-Nlys-Npcb-Nphe ЩН) 2324 076 — v 
105 Npcb-Nlys-Nlys-Nprg LH LR 2331 974.6 V 
106 Npcb-Nlys-Nlys-Npcb HHH 2332 1060,6 Y 
107 ` Npcb-Mys-Nlys-Nlys EMEN 2333 10076 d 
108 Npcb-Nlys-Nlys-Nphe ШЕН | 2334 1026,6 Y 
109 Npcb-Nlys-Nphe-Nprg ВЕЕ | 2341 993,6 2 
110 — Npcb-Nlys-Nphe-Npcb ГҤ H | 2342 1079,6 Y 
111 Npcb-Nlys-Nphe-Nlys HUH: 2343 1026,6 Y 
112. — Npcb-Nlys-Nphe-Nphe EM HE 2344 10456 е 
113 Npcb-Nphe-Nprg-Nprg HHH] 2411 960,5 2 
114 Npcb-Nphe-Nprg-Npcb E | 2412 1046,5 V 
15 Npcb-Nphe-Npre-Mlys BH H | 2413 9936 
116 | Npcb-Nphe-Nprg-Nphe MH HH | 2414 1012,5 "4 
117 | Npcb-Nphe-Npcb-Nprg LH HH | 2421 1046,5 2 
118 | Npcb-Nphe-Npcb-Npcb EH NM 2422 1132,5 Y 
119 Npcb-Nphe-Npcb-Nlys LH HJ 2423 10796 Y 
120 | Npcb-Nphe-Npcb-Nphe EH M. 2424 1098,5 Y 
121. Npeb-Nphe-Mys-Npre {| {| 2431 9935 v 
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Nr. Sequenz Farbcode Zahlen- Mw? Peptoid 
code vorhanden* 
g/mol (У/х) 
02 Npcb-Nphe-Mys-Npcb | 2432 we v 
123 Npcb-Nphe-Nlys-Nlys HHH] 2433 1026,6 v 
124 . Npcb-Nphe-Nlys-Nphe EH BH. 2434 1045,6 Y 
125 | Npcb-Nphe-Nphe-Nprg | | HE 2441 1012,5 Y 
126 | Npcb-Nphe-Nphe-Npcb BU 2442 1098,5 Y 
127 . Npcb-Nphe-Nphe-Nlys EH H P 2443 1045,6 Y 
128 | Npcb-Nphe-Nphe-Nphe | HH) 2444 1064,6 “ 
129 Nlys-Nprg-Nprg-Nprg E HH) 3111 855,5 Y 
130 Nlys-Nprg-Nprg-Npcb FH HH) 3112 941,5 Y 
131 Nlys-Nprg-Nprg-Nlys | И; 3113 888,6 Y 
132 Nlys-Nprg-Nprg-Nphe Bee | 3114 907,6 Y 
133 Nlys-Nprg-Npcb-Nprg LH HH | 3121 941,5 Y 
134  Nlys-Nprg-Npcb-Npcb [HHH I 3122 1027,5 x 
135 Nlys-Nprg-Npcb-Nlys ЕШТЕНЕ 3123 974.6 Y 
136  Nlys-Nprg-Npcb-Nphe LH HH | 3124 993,6 Y 
137 Nlys-Nprg-Nlys-Nprg LH EH I 3131 888,6 Y 
138 Nlys-Nprg-Nlys-Npcb ә HHE 3132 974,6 Y 
19 NiysNprg-Niys-Mys ЩН 3133 о v 
140 Nlys-Nprg-Nlys-Nphe EH. HH | 3134 940,6 Y 
141 Nlys-Nprg-Nphe-Nprg TH HKHH] 3141 907,6 Y 
42 Mys-Nprg-Nphe-Npcb ЩЩ (El 3142 99e 2 
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Nr. Sequenz* Farbcode Zahlen- Mw? Peptoid 
code vorhanden‘ 
g/mol (У/х) 
4з Mys-Nprg-Nphe-Mys (| 2025 96 х 
144 Nlys-Nprg-Nphe-Nphe ÉH HH 3144 959.6 Y 
145 Nlys-Npcb-Nprg-Nprg BE 3211 941,5 “ 
146 | Nlys-Npcb-Nprg-Npcb _ H H H | 3212 1027,5 Y 
147 . Nlys-Npcb-Nprg-Nlys HH HH 3213 974,6 2 
148 Nlys-Npcb-Nprg-Nphe HHH] 3214 993,6 v 
Мо Mys-Npcb-Npcb-Nprg ЕЩ 3221 1075 v 
150 Nlys-Npcb-Npcb-Npcb H H H 3222 1113,5 v 
151 — Nlys-Npcb-Npcb-Nlys _ H H H 3223 10606 v 
152. Mys-Npeb-Npeb-Nphe ЩЩ | 3224 095 v 
153. Mys-Npeb-Nlys-Npre Fëllt 221 9746 e 
154 — Nlys-Npcb-Nlys-Npcb (HHH 3232 10605 м 
155. Mys-Npeb-Mys-viys l I I 3233 10076 ~ 
156 Mys-Npcb-Mys-Nphe ОЦ | 3234 юө v 
157 . Nlys-Npcb-Nphe-Nprg EHHH] 3241 993,6 2 
158 | Nlys-Npcb-Nphe-Npcb LH RA HI 3242 1079,6 v 
159 Mys-Npeb-Nphe-Mys BHH LES 3243 ов v 
160 Niys-Npcb-Nphe-Nphe BE H) 3244 10456 м 
161 — Nlys-Nlys-Nprg-Nprg ЕН! | 3311 8856 y 
162 Nlys-Nlys-Nprg-Npcb HHH" 3312 997,5 x 
168.— Mys-Mys-Npre-Mys TE HE 20: mes е 
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Nr. Sequenz* Farbcode Zahlen- MW? Peptoid 
code vorhanden‘ 
g/mol (У/х) 
164 — Mys-Mys-Npre-Nphe ИЩ {| | 3314 90 х 
165 Nlys-Nlys-Npcb-Nprg | HH HJ 3321 9746 v 
166 | Nlys-Nlys-Npcb-Npcb [HHH I 3322 1060,57 Y 
167 Mys-Mys-Npeb-Mys ЕТИП 3323 ов v 
168 Mlys-Nlys-Npcb-Nphe [ HH H I 3324 1026,6 Y 
169 ` Mys-Mys-Mys-Npre Ор 3351 о v 
170 Niys-Mys-Niys-Npeb ЩН 3332 юв v 
п Mys-Nlys-Mlys-Mys ЩН :::: 954, e 
172 Mys-Nlys-Nlys-Nphe | HHH | 3334 9737 v 
173 Mys-Mys-Nphe-Nprg mH HJ 3341 9406 x 
174 Nlys-Mlys-Nphe-Npch ЩН 3342 о v 
175  Mys-Nlys-Nphe-Nlys (HHH) 3343 9737 v 
176. Mys-Nlys-Nphe-Nphe Pëll H | 3344 өл z 
177 Nlys-Nphe-Nprg-Nprg | mH 3411 907,6 Y 
178 Mlys-Nphe-Nprg-Npcb ` Fil H HE 3412 о 2 
179 Nlys-Nphe-Nprg-Nlys LH HH 3413 940,6 Y 
180 Mys-Nphe-Nprg-Nphe Im HH | 3414 9596 " 
181 Mys-Nphe-Npcb-Npre Қ НЕН | 3421 99e v 
182 — Nlys-Nphe-Npcb-Npcb [HH HI 3422 10796 м 
183 Nlys-Nphe-Npcb-Nlys ГІ mu 3423 1026,6 Y 
184 Nlys-Nphe-Npeb-Nphe E HEH | 3424 1066 v 
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Nr. Sequenz Farbcode Zahlen- MW? Peptoid 
code vorhanden‘ 
g/mol (У/х) 
185 Nlys-Nphe-Nlys-Nprg LH HH | 3431 940,6 x 
186 Nlys-Nphe-Nlys-Npcb LH EH 3432 1026,6 "4 
187 Nlys-Nphe-Nlys-Nlys E NN 3433 973,7 м 
188  Mlys-Nphe-Nlys-Nphe | Bd 3434 992,7 Y 
185: ` Niys-Nphe-Nphe-Nprg MH H H|] 3441 9596 ж 
190 Nlys-Nphe-Nphe-Npcb H H H 3442 1045,6 Y 
191 Mys-Nphe-Nphe-Nlys E | HN 3443 9927 " 
192  Nlys-Nphe-Nphe-Nphe ПІН! 3444 1011,6 Y 
193 Nphe-Nprg-Nprg-Nprg | ШИШ 4111 874,5 2 
194 . Nphe-Nprg-Nprg-Npcb HH HJ 4112 960,5 м 
195 Nphe-Nprg-Nprg-Nlys E NE 4113 907,6 Y 
196 | Nphe-Nprg-Nprg-Nphe l ШШ 4114 926,6 2 
197 Nphe-Nprg-Npcb-Nprg HHH] 4121 960,5 Y 
198 | Nphe-Nprg-Npcb-Npcb HHH] 4122 1046,5 Y 
199  Nphe-Nprg-Npcb-Nlys | Hamm 4123 993,6 V 
200 Nphe-Nprg-Npcb-Nphe | H H | 4124 1012,6 “ 
201 Nphe-Nprg-Nlys-Nprg HHH | 4131 907,6 Y 
202  Nphe-Nprg-Nlys-Npcb | Ц ШШЩ 4132 993,6 м 
203 Nphe-Nprg-Mlys-Nlys | H ШШ 4133 9406 " 
204 . Nphe-Nprg-Nlys-Nphe | H H | 4134 959,6 Y 
205 | Nphe-Nprg-Nphe-Nprg HH HO 4141 926,6 V 
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Nr. Sequenz* Farbcode Zahlen- MW» Peptoid 
code vorhanden* 
g/mol (У/х) 
206 | Nphe-Nprg-Nphe-Npcb | HH ШИ 4142 1012,5 Y 
207 Nphe-Nprg-Nphe-Nlys | HOH Hg 4143 959,6 Y 
208 Nphe-Nprg-Nphe-Nphe HHH! 4144 978,6 Y 
209 . Nphe-Npcb-Nprg-Nprg | mim 4211 960,5 x 
210 Nphe-Npeb-Npre-Npcb | HEH HE 4212 о; v 
211 Nphe-Npcb-Nprg-Nlys | HHH] 4213 993,6 Y 
212 ` Nphe-Npcb-Nprg-Nphe HHH | 4214 1012,5 Y 
213 ` Nphe-Npcb-Npcb-Nprg | ШИ 4221 1046,5 x 
214 J Nphe-Npcb-Npcb-Npcb HHH 4222 1132,5 Y 
215 | Nphe-Npcb-Npcb-Nlys H H HJ 4223 1079,6 Y 
216 | Nphe-Npcb-Npcb-Nphe [ |; | 4224 1098,5 Y 
217 Nphe-Npcb-Nlys-Nprg (HHH | 4231 993,6 y 
218 ` Nphe-Npcb-Nlys-Npcb H H H J 4232 1079,6 Y 
219 Nphe-Npcb-Nlys-Nlys | ШИШ 4233 1026,6 Y 
220 | Nphe-Npcb-Nlys-Nphe [ | | 4234 1045,6 Y 
221 | Nphe-Npcb-Nphe-Nprg | HH HJ 4241 1012,5 “ 
222 . Nphe-Npcb-Nphe-Npcb | Ha HS 4242 1098,5 x 
223 ` Nphe-Npcb-Nphe-Nlys | HH HN 4243 1045,6 Y 
224 ` Nphe-Npcb-Nphe-Nphe E EB 4244 1064,6 Y 
225 Nphe-Nlys-Nprg-Nprg I HHH] 4311 907,6 Y 
226 Nphe-Nlys-Nprg-Npcb | Н 4312 993,56 Y 
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Nr. Sequenz Farbcode Zahlen- MW? Peptoid 
code vorhanden‘ 
g/mol (У/х) 
227 . Nphe-Nlys-Nprg-Nlys ЦЕ H 4313 940,6 Y 
228 Nphe-Nlys-Nprg-Nphe | HHH | 4314 959.6 “ 
229 Nphe-Nlys-Npcb-Nprg | ШИШ 4321 993,6 “ 
230 Nphe-Nlys-Npcb-Npcb HUH: 4322 1079,6 м 
231 Nphe-Nlys-Npcb-Nlys HUH 4323 1026,6 v 
232 . Nphe-Nlys-Npcb-Nphe E ШШ 4324 1045,6 Y 
233 Nphe-Nlys-Nlys-Nprg HHH | 4331 940,6 Y 
234 Nphe-Nlys-Nlys-Npcb H HHI 4332 1026,6 Y 
235 Nphe-Nlys-Nlys-Nlys | Hamm 4333 973,7 2 
236 Nphe-Mlys-Nlys-Nphe ІНЕН | 4334 9926 Z 
237 Nphe-Nlys-Nphe-Nprg | HH HJ 4341 959,6 Y 
238 . Nphe-Nlys-Nphe-Npcb ШИ Le 4342 1045,6 2 
239 Мрһе-Мув-Мрһе-Мув ІНЕ НЕ 4343 9926 Z 
240 Nphe-Nlys-Nphe-Nphe ШЕН | 4344 1011,6 v 
241 . Nphe-Nphe-Nprg-Nprg LH Hu 4411 926,6 Y 
242 Nphe-Nphe-Nprg-Npcb H HHE 4412 1012, " 
243 Nphe-Nphe-Nprg-Nlys ШИШ, 4413 959,6 Y 
244 Nphe-Nphe-Nprg-Nphe H HH | 4414 978,6 Y 
245 | Nphe-Nphe-Npcb-Nprg LH HHS 4421 1012,5 V 
246 Nphe-Nphe-Npcb-Npcb LH ШШ 4422 1098,5 Y 
247  Nphe-Nphe-Npcb-Nlys | H Hug 4423 1045,6 y 
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Nr. Sequenz* Farbcode Zahlen- MW» Peptoid 
code vorhanden* 
g/mol (У/х) 


248 . Nphe-Nphe-Npcb-Nphe IH 1] 4424 1064,6 Y 
249  Nphe-Nphe-Nlys-Nprg LH HE 4431 9596 7 
250 Nphe-Nphe-Nlys-Npcb LH ШШ 4432 1045,6 Y 
251 Nphe-Nphe-Nlys-Nlys | H mug 4433 992.7 Y 
252 ` Nphe-Nphe-Nlys-Nphe IH UN 4434 1011,6 Y 
253 ` Nphe-Nphe-Nphe-Nprg H H HM 4441 978,6 Y 
254 ` Nphe-Nphe-Nphe-Npcb HH m 4442 1064,5 х 
255 Nphe-Nphe-Nphe-Nlys IH H H 4443 1011,6 Y 
256 Мрһе-Мрһе-Мрһе-Мрһе LH m 4444 10306 y 


? Struktur, Farb-und Zahlencode in Tabelle 22. 
^ MW, Molekulargewicht. 
°/ Peptoid vorhanden, X Peptoid nicht vorhanden. 
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b) Aufschliisselung Heatmap 
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Abbildung 45: Reihenfolge der Peptoide aus Peptoidbibliothek 1 für die in Abbildung 
19 dargestellte Heatmap. 
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Peptoidbibliothek 2 


Li 


Г] m 


Abbildung 46: Reihenfolge der Peptoide aus Peptoidbibliothek 2 für die in Abbil- 


dung 19 dargestellte Heatmap. 
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Peptoidbibliothek 3 


H 
H 
EH 
H 


Abbildung 47: Reihenfolge der Peptoide aus Peptoidbibliothek 3 fiir die in Abbil- 
dung 19 dargestellte Heatmap. 
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c) Monomere 


Verwendete Monomere fiir die erstellten Peptoidbibliotheken. 


Tabelle 23: Zahlencode, Name, Abkiirzung, Farbcode, Kategorie und Struktur sowie 
Molekulargewicht der verwendeten. Monomere 


un Name iul Bon Kategorie Struktur 
code kürzung code 
1 N-(2-prop-2-yn-1-yl)glycin Nprg | Klein NN 
MW 39,06 g/mol 
2 N-(4-chlorbenzyl)glycin Npcb EI Aromat d 
MW 125,58 g/mol 
3 N-(4-aminobutyl)glycin Nlys В Lipophil | 
H,N* 
MW 73,14 g/mol 
4 N-(benzyl)glycin Nphe | Aromat ^O 
MW 91,13 g/mol 
5 N-(tetradecyl)glycin Ntetradec ІШ Lipophil жәр 


MW 197,39 g/mol 
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Zahlen- Ab- Farb- Е 
ide Name kürzung code Kategorie Struktur 
6 N-(4-fluorobenzyl)glycin Npfb [| Aromat F 
MW 109,12 g/mol 
7 N-(4-hydroxybenzyl)glycin Nphb Ш Aromat OH 
MW 107,13 g/mol 
8 N-(hexyl)glycin Nhe m Lipophil 
MW 85,17 g/mol 
9 N-(S)-(1-phenylethyl)glycine ` Nspe ES Aromat 
MW 105,16 g/mol 
10 N-(1-methylpropyl)glycin Nile Klein ud 
MW 57,12 g/mol 
11 N-(tridecyl)glycin Ntridec ES Lipophil 
MW 183,36 g/mol 
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Zahlen- Ab- Farb- : 
cod: Name kürzung code Kategorie Struktur 
12 N-(2-indolethyl)glycin Ntrp Aromat Z 
H 


d) ORN 178 und ORN 208 
nach (Harris et al. 2001) 


MW 144,20 g/mol 


Tabelle 24: Verwendete Bakterien, Phagen und Plasmide, die fiir die Untersuchung der 
antimikrobiellen Aktivität der Nanosheets verwendet wurden. 


Referenz 


Beschreibung 

E. coli 

ORN 115 thr-1 leuB thi-1 D(argF-lac)U169 xyl-7 ara- 
13 mtl-2 gal-6 rpsL tonA2 supE44 pilG1 lr 
Pill (zeigt keine Phasenvariation der Pilia- 
tion) 

ORN 174 thr leu proA2 lacY1 galK his argE rpsL supE 
mtl xyl recBC sbcB tetR (inseriert wurde ca. 
200 bp am Ende von fimH) Pill 

ORN 178a ORN115 bis auf erh inseriert ca. 200 bp am 
Ende von fimH, Pill 

ORN 207 ORN174 bis auf fimH304::kan 

ORN 208 a ORNIIS bis auf fimH304::kan mit benach- 
bartem fetR, Nalr 

Bakteriophage 

РІ vir 

Plasmid 

pORN 164 PORN304 fimH304::kan, hat ein kan Gen von 


Tn5 inseriert in die Xhol Seite 


(Spears et al. 1986) 


(Russell und Orndorff 1992) 


(Russell und Orndorff 1992) 


Lineare Transformation von 
ORN174 mit EcoRI-verdautem 
pORNI64 


P1 Transduktion durch ORN207 
zu ORN115 und Selektion durch 
Nalidixinsáureresistenz 


Laborbestand 


Kan cassette inseriert in die XhoI 
Seite von pORN304 (Hamrick et 
al. 2000) 


a Zur Verfügung gestellt von Dr. Behzad Rad, LBNL, Berkeley, USA. 
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e) Antimikrobiell aktive Peptoide gegen S. aureus ATCC 29737 


Tabelle 25: Peptoidnummer, Molekulargewicht und Sequenz antimikrobiell aktive 
Peptoide gegen S aureus ATCC 293737. 


MHK, 
Nr MW: Sequenz S. aureus 
ATCC 29737 
[uM] 

Peptoidbibliothek 1° 

54 1046 — NH,-Nprg-Nphe-Npcb-Npcb-RhodB 6,3 

72 1046 NH,-Npcb-Nprg-Npcb-Nphe-RhodB 6,3 
198 1046 — NH,-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-RhodB 6,3 
200 1012 NH,-Nphe-Nprg-Npcb-Nphe-RhodB 6,3 
Peptoidbibliothek 24 

293 1067 — NH,-Npfb-Npfb-Nphe-Nphe-RhodB 1,6 
297 П03 NH,-Npfb-Npfb-Npfb-Npfb-RhodB 1,6 
321 1083 ` NH,-Nphb-Npfb-Nphe-Npfb-RhodB 1,6/0,8 
322 1081 NH,-Nphb-Npfb-Nphe-Nphb-RhodB 6,3/3,1 
324 1101 — NH,-Nphb-Npfb-Npfb-Npfb-RhodB 1,6 
332 1081 NH,-Nphb-Nphb-Npfb-Nphe-RhodB 1,6/0,8 
Peptoidbibliothek 3* 

360 1088 NH,-Nhe-Npcb-Npcb-Nhe-RhodB 3,1 
361 1101 ` NH,-Nhe-Npcb-Npcb-Nphb-RhodB 3,1 
374 1081 NH,-Nhe-Nhe-Npcb-Nprg-RhodB 1,6 
378 951 NH,-Nhe-Nhe-Nhe-Nprg-RhodB 1,6 
Peptoidbibliothek Oktamere' 

414 1654 МН, Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-Nphe-Nprg-Npcb-Npcb-H 3,1 
415 1585 МН, Nphe-Nprg-Npcb-Nphe-Nphe-Nprg-Npcb-Nphe-H 3,1 


Peptoidbibliothek Pentamer, Nonamere, Undekamere, Dodekamere* 
420 1477 NH,-Nphe-Ntrp-Nlys-Ntrp-Ntrp-Nlys-Nlys-Ntrp-Nlys-H 5 
424 1819 NH,-(Nspe-Nspe-NLys),-H 


“MW, Molekulargewicht. 

^ MHK,,, 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 
* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 21. 

4 Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 1. 

* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 2. 

"Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 3. 

* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 4. 
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f) Histogramme Durchflusszytometrie 
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Abbildung 48: Gating-Strategie von den gemessenen Durchflusszytometrie-Histo- 
grammen. S. aureus ATCC 29737-Kulturen wurden 2 Stunden mit SYTOX-Griin-Fluo- 
reszenzfarbstoff und 35% Ethanol inkubiert (a), keine Behandlung (b), Peptoid 198 (c), 
Peptoid 200 (d), Peptoid 321 (e), Peptoid 322 (f), Peptoid 374 (g) und Peptoid 378 (h). 
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g) Octanol-Wasser Koeffizient 


Tabelle 26: Octanol-Wasser Koeffizient von antimikrobielle aktiven und nicht aktiven 
Peptoiden. Log P wurde aus dem Durchschnitt von drei Messungen berechnet. 


Peptoid MHK, [uM] Log P aus drei 
S. aureus NTCC 29737 Messungen 
Peptoidbibliothek 1^ 
161 7100 -0,43 
198 6,3 1,51 
200 6,3 1,45 
233 7100 0,02 
Peptoidbibliothek 2* 
293 1,6 1,52 
297 1,6 1,49 
321 1,6 1,19 
322 3,1 1:25 
324 1,6 1,14 
333 7100 0,92 
336 7100 1,39 
Peptoidbibliothek 3° 
348 >100 0,94 
360 3,1 0,73 
361 3,1 0,36 
374 1,6 1,04 
324 1,6 1,41 
401 >100 0,95 
Peptoidbibliothek Oktamere* 
414 3,1 0,57 
415 3,1 0,42 


"MHK, p» 90% antimikrobielle Dosis, kein visuelles Wachstum (CLSI 2006). 
^ Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 21. 

* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 1 

4 Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 2 


* Sequenz, Farb-und Zahlencode in Tabelle 3. 
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h) Monomere glykosilierte Peptoidnanosheets 


Tabelle 27: Name, Abkürzung und Struktur der Monomere für die Peptoidnanosheet- 
synthese. 


Name Abkiirzung Struktur/MW 


N-(2-prop-2-yn-1-yl)glycin Nprg % 


MW 39,06 g/mol 


N-(2-methoxyethyl)glycin Nme 5 


x 


MW 59,09 g/mol 


N-(2-phenylethyl)glycin Npe N 


ENS 
MW 105,16 g/mol 


N 


ND Npe Sy 

б 
Yn 

MW 181,26 g/mol 


N-(2-carboxyethyl)glycin Nce [ OOH 


MW 73,07 g/mol 


N-(2-aminoxyethyl)glycin Nae NH. 


MW 44,08 g/mol 
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i) soft X-ray Tomographie 
Kontrolle unbehandelt 


Abbildung 49: Soft X-ray Tomographie von E. coli (unbehandelt). Segmentiert wurden 
die Membran, das Cytosol, sowie die DNA mit Hilfe der Software Amira. Rot: DNA. 
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Peptoid 198 


Amira” Amira” 


Abbildung 50: Soft X-ray Tomographie von B. subtilis nach Inkubation mit Peptoid 
198. Segmentiert wurden die Membran, das Cytosol, sowie die DNA mit Hilfe der 
Software Amira. Rot: DNA. 
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Peptoid 374 


Abbildung 51: Soft X-ray Tomographie von B. subtilis nach Inkubation mit Peptoid 
374. Segmentiert wurden die Membran, das Cytosol, sowie die DNA mit Hilfe der 
Software Amira. Rot: DNA. 
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Peptoid 418 


Abbildung 52: Soft X-ray Tomographie von Е. coli nach Inkubation mit Peptoid 418. 
Segmentiert wurden die Membran, das Cytosol, sowie die DNA mit Hilfe der Software 
Amira. Rot: DNA. 
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Peptoid 419 


Abbildung 53: Soft X-ray Tomographie von E coli nach Inkubation mit Peptoid 419. 
Segmentiert wurden die Membran, das Cytosol, sowie die DNA mit Hilfe der Software 
Amira. Rot: DNA. 
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Peptoid 424 


Amira” Amira” 


Abbildung 54: Soft X-ray Tomographie von E. coli nach Inkubation mit Peptoid 424. 
Segmentiert wurden die Membran, das Cytosol, sowie die DNA mit Hilfe der Software 
Amira. Rot: DNA. 
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LL-37 


Abbildung 55: Soft X-ray Tomographie von E coli nach Inkubation mit Peptid LL-37. 
Segmentiert wurden die Membran, das Cytosol, sowie die DNA mit Hilfe der Software 
Amira. Rot: DNA. 
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Magainin-2 


Amira” Amira” 


Abbildung 56: Soft X-ray Tomographie von E coli nach Inkubation mit Peptid Ma- 
gainin-2. Segmentiert wurden die Membran, das Cytosol, sowie die DNA mit Hilfe der 
Software Amira. Rot: DNA. 
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Melittin 


Abbildung 57: Soft X-ray Tomographie von E coli nach Inkubation mit Peptid Mel- 
litin. Segmentiert wurden die Membran, das Cytosol, sowie die DNA mit Hilfe der 
Software Amira. Rot: DNA. 
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Appendix 


Tobramycin 


Amira” Amira” 


Abbildung 58: Soft X-ray Tomographie von E coli nach Inkubation mit dem Antibio- 
tikum Tobramycin. Segmentiert wurden die Membran, das Cytosol, sowie die DNA mit 
Hilfe der Software Amira. Rot: DNA. 
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Die Entwicklung von Antibiotika führte zu dem Durchbruch, Infektionen weltweit heilen 
und kontrollieren zu kónnen. Das Auftreten von multiresistenten Bakterien stellt jedoch 
eine alarmierende Bedrohung für die óffentliche Gesundheit dar. Ein Mangel an neuartigen 
AntibiotikakLassen führt zu einem erheblichen Bedarf, der derzeit nicht gedeckt werden 
kann. Für die Behandlung multiresistenter Keime stehen zunehmend weniger Behand- 
lungsoptionen zur Verfügung. In dieser Arbeit wurden Peptoide als mógliche Substanz- 


klasse zur therapeutischen Anwendung von Infektionen mit multiresistenten Bakterien 
untersucht, wobei ihre antimikrobielle Wirkung gegen gram-positive Bakterien, gram- 
negative Bakterien, Mykobakterien und Fungi aufgezeigt wurde. 
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